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Resumen

Introduccién: Una barrera se define como una caracteristica bidtica o abidtica que
restringe total o parcialmente el movimiento de genes o de individuos de una poblacién o
localidad a otra. El Istmo de Tehuantepec sufri6 cambios geoldgicos y climaticos del
Mioceno hasta el Pleistoceno este ha actuado como barrera para diferentes especies de
roedores, murciélagos, aves, anfibios y reptiles, en algunos casos separando a las
poblaciones ancestrales y formando nuevas especies, en otras no actuo como barrera y
en especies de murciélagos esta ocurriendo la division de las poblaciones. El objetivo de
este estudio fue determinar el efecto del Istmo de Tehuantepec en la diversidad y
estructura genética de Carollia sowelli.

Resultados: Se analizaron 67 secuencias del citocromo b del mismo numero de
individuos de 44 localidades diferentes con los resultados del arbol filogenético y la red de
haplotipos se observa que el Istmo no actua como barrera para esta especie y de acuerdo
a los resultados relacionados con la estructura genética de esta especie tanto la distancia
genética como las Fsr indican que hay mayor flujo entre poblaciones cercanas respecto a
la poblacion total. De acuerdo con la hipétesis de que esta especie se diversifico en
Centroamércia y que extendié su distribucion hasta México debid de haber habido
individuos de esta especie en refugios pleistocénicos o poblaciones ya establecidas en
México debido a que cuando emergioé el Istmo formé diferentes nichos ecoldgicos a
ambos lados del Istmo debido a los cambios climaticos y a inundaciones.

Conclusiones: Para C. sowelli el Istmo no es una barrera ya que no hay una separacion
clara de las poblaciones al este y oeste debido a que no se forman grupos monofiléticos,
esto se corrobora con los arboles filogenéticos y con la red de haplotipos ademas con los
valores de distancia genética y los valores de la F; esta especie puede estar presentando
una divergencia la cual no lleva muchos afios para que se observen las poblaciones
separadas. Se deben de realizar estudios de morfometria para comprobar si existe la
separacion por parte del Istmo ya que con datos moleculares no se apoya esta hipétesis.
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Introduccién

El Istmo de Tehuantepec (IT) se situa en la parte oriental de los estados de Oaxaca y
Veracruz, asi como en la region occidental de Tabasco y Chiapas (Huidobro et al., 2006). Es
un estrecho continental con una colina central que cae de los 2000 a los 200 m (Barrier et
al., 1998). En esta region confluyen las dos zonas biogeograficas que se encuentran en
México, la Neartica y la Neotropical (Lépez et al., 2009). El levantamiento del Istmo empezo
en el Mioceno tardio hace aproximadamente 6 Ma. Esto fue debido a fallas en la placa de
Cocos y la placa del Caribe, ademas del desarrollo del Golfo de México que cedidé la

formacion del Istmo (Barrier et al., 1988).

1.1 El efecto del Istmo de Tehuantepec en la biota

Durante las glaciaciones del Pleistoceno el Istmo de Tehuantepec fue una barrera
para la dispersion de especies debido a los cambios geoldgicos, climaticos y ambientales
significativos que ocurrieron (Lépez et al., 2009), ocasionando que existan diferentes nichos
ecologicos en esta area (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011). Esto se refleja en altos niveles
de endemismo, por ejemplo se reconocen 35 especies de mamiferos endémicos en esta
area (Escalante et al., 2007). Ademas esta region representa una barrera biogeografica para
las biotas de montafia incapaces de atravesar las tierras bajas (Pérez-Garcia et al., 2001).
En esta regiéon existe una alta tasa de especiacion entre especies de aves, mamiferos y

mariposas debido a la existencia de diferentes nichos ecoldgicos (Peterson et al., 1999).

Los resultados obtenidos con genes mitocondriales y nucleares de las aves del
geénero Icterus (I. graduacauda e I. chrysater) muestran que el Istmo es una fuerte barrera
para el flujo de genes y fragmento la poblacién ancestral y la aisl6 el tiempo suficiente como
para que diverjan los linajes (Cortés-Rodriguez et al., 2013), esta separacion ocasionada
por el Istmo también ocurrié en el colibri Campylopterus curvipennis (Gonzalez et al., 2011).
Para algunas aves es una barrera y un corredor para las aves migrantes entre Norte y

Sudamérica (Rodriguez, 2007).

Esta region representa una zona de contacto o corredor biologico entre las vertientes
atlantica y pacifica que se ha identificado en plantas vasculares (Pérez-Garcia y Meave,
2006). En el caso de los pinos Pinus ayacahuite var. ayacahuite el Istmo actia como
barrera entre los pinos de las montafias de Oaxaca y los pinos de las tierras altas de
Chiapas, pero antes de que este emergiera el Istmo, existia conexién entre estas

poblaciones (Ortiz-Medrano et al., 2008).



Asimismo, el Istmo fragmenta los bosques de neblina a lo largo de la Sierra Madre
Oriental de aquellos de la Sierra Madre de Chiapas en la vertiente del Pacifico los dos
ultimos separados por una depresion central (Mulcahy et al., 2006). Ademas separa las
tierras altas del sur de México (Sierra Madre Oriental y S. M. del Sur) con las tierras altas de

Chiapas-Guatemala (Castoe et al., 2009).

El Istmo actudé como barrera vicariante al producir la diferenciacion de una poblacion
ancestral de la planta Palicourea padifolia, debido a ausencia de flujo génico en las épocas
glaciares del Pleistoceno medio, encontraron una mayor diferenciacion al lado este y oeste

del Istmo (Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011).

Algo semejante ocurre en tres géneros de serpientes (Atropoides, Cerrophidion,
Bothriechis) debido a que el Istmo ocasiondé una divergencia simultanea compartida a
mediados del Plioceno. El Istmo junto con las tierras altas de Chiapas llevaron a la

vicarianza a los antepasados de B. rowleyi y B. aurifer (Castoe et al., 2009).

Para el caso de mamiferos se ha demostrado para el murciélago Pteronotus davyi
que existe una clara diferenciacion genética a ambos lados del Istmo, pero todavia existen
haplotipos presentes en los dos lados lo que impide que se formen grupos monofiléticos
(Guevara-Chumacero et al., 2013). En C. sowelli no hay estudios donde se demuestre si el
Istmo actua como barrera para ésta especie, el trabajo realizado por Hoffmann y Baker,
2003 ellos demuestran que el Istmo de Panama actia como barrera para ésta especie, pero
no poner a prueba si el Istmo de Tehuantepec divide a las poblaciones actuando como

barrera.

Sullivan et al. (2000) demuestran que el Istmo es una barrera para los roedores
Reithrodontomys sumichrasti, Peromyscus aztecus y P. hylocetes de tierras altas con una
diferenciacion genética de 5-8%. En la especie R. sumichrasti las poblaciones trans-istmicas
representa un linaje distinto, esto con resultados a partir del citocromo b, esto no se
corrobora con datos morfolégicos y marcadores nucleares. También para roedores del
género Habromys se ha demostrado que el Istmo es una barrera (Ledn-Paniagua et al.,
2007).

Espinoza et al. (2006) realizaron un analisis filogenético del género Tylomys vy de la
especie P. zarhynchus cuya distribucién de estas especies es al sur de México. Ellos

explican que la radiacion de las subfamilias que contienen a este género y esta especie se



debe a que los ejemplares provenientes de la Peninsula de Yucatan ya no pudieron ir mas
al norte debido al Istmo de Tehuantepec y que para las especies de Chiapas, en éste caso
la Sierra Madre de Chiapas actué como puente para la conexion de las especies de Centro

y Sudamérica.

1.2 Orden Chiroptera

El orden Chiroptera es el segundo orden mas diverso de los mamiferos, superado en
numero de especies solo por los roedores. Existen alrededor de 1,116 especies reconocidas
dentro de 18 familias (Medellin et al., 2008). Se distribuyen practicamente en todo el mundo,
con excepcion de las regiones mas frias de las cumbres de las montanas y los polos.
México es el sexto pais a nivel mundial en cuanto se refiere al nimero de especies con 138
(Medellin et al., 2008).

Debido a su abundancia los murciélagos son un grupo que juega un papel
importante en la estructura y funcién de los ecosistemas, ya que consumen miles de
toneladas de insectos anualmente, polinizan y dispersan las semillas de plantas en zonas

aridas y tropicales (Ceballos y Oliva, 2005).

En México la familia Phyllostomidae comprende el mayor nimero de especies con
mas de 160 todas ellas endémicas del continente americano. Se dividen en subfamilias, las
cuales presentan diferentes formas de alimentacién: Phyllostominae son carnivoros;
Glossophaginae son principalmente nectarivoros pero también insectivoros y frugivoros;
Carollinae y Stenoderminae son principalmente frugivoros pero también insectivoros y
nectarivoros; Desmodontinae son hematéfagos; Brachyphyllinae son principalmente

nectarivoros pero también insectivoros y frugivoros (Fleming, 1988; Baker et al., 2012).

La subfamilia Carollinae solo cuenta con el género Carollia. Anteriormente se
agrupaba a Carollia con el género Rhinophylla, pero este grupo hermano se separd de la
subfamilia debido a evidencias genéticas (Solari y Martinez-Arias, 2014). La subfamilia esta
integrada por 8 especies que se caracterizan por tener el arco zigomatico incompleto,
presencia de cola corta, denticién de tamarfo reducida y cuatro bandas de color en el pelo.
Presentan dos periodos reproductivos por afio en las temporadas de sequia y al comienzo
de la temporada de lluvias con una cria por hembra (Fleming, 1988; Cosson y Pascal, 1994;

Lim y Engstrom, 1998; Lopez-Aguirre et al., 2015).



El numero cromosoémico en Carollia es estable (2n= 20 para hembras, 2n= 21 para
machos) y se ha mantenido a lo largo de siete millones de afios, aunque cambia en las
especies que recientemente se descubrieron (Baker, y Bleier, 1971; Noguera-Urbano y
Muhoz-Montenegro, 2014). A diferencia de Rhinophylla el género Carollia tiene un
antebrazo de mayor tamafo (34-45 mm, contra 29-38 mm), cola corta, hocico mas largo,
molares mas amplios (McLellan y Koopman, 2007). Este género comparte afinidades con
Glossophaginae en la morfologia de los dientes, cariotipo, inmunologia y anatomia de la
lengua. Con Stenoderminae comparte las afinidades de anatomia reproductiva de la
hembra, cromosomas sexuales multiples en machos y con Phyllostominae un craneo similar
(Fleming, 1988).

Estas especies son dificiles de identificar utilizando caracteres morfoloégicos ya que
son muy parecidas morfolégicamente entre las poblaciones simpatricas de especies
cercanas (C. brevicauda y C. perspicillata a lo largo de su distribucion) éstas son mas
parecidas que las poblaciones alopatricas (C. subrufa no estan parecida con C. brevicauda
y C. perspicillata en las poblaciones de México) pero con la medicion del largo del craneo se
pueden identificar las especies, en este género los machos son mas grandes que las
hembras ademas de que los individuos del norte, son mas grandes que los individuos del
sur (Mclellan, 1984). El centro de origen del género Carollia fue Centroamérica y a partir de
ahi esta aumentando la distribucion de cada especie (Mclellan, 1984). Esto concuerda con
lo propuesto por Hoffman y Baker (2003) proponen que las especies C. brevicauda, C.
perspicillata, C. sowelli y C. subrufa su centro de origen fue en Centroamérica y que
empieza a expandirse hacia América del Norte. Estimaron el tiempo de divergencia del
género Carollia el cual fue hace 1 a 4.5 Ma esto concuerda con el levantamiento de los
Andes y del Istmo de Panama. Lim y Engstrom (1998) concluyen que C. castanea es el

miembro basal del género y esta habita en Sudamérica.

En un trabajo con datos morfoldgicos y variables ambientales encontraron que a C.
castanea le afecta las bajas temperaturas y las altitudes altas, esto limita a esta especie a
que amplie su distribucién (Jarrin-V y Menendez-Guerrero, 2011). Ademas en estas especie
puede haber hibridacion entre C. subrufa y C. brevicauda esto con morfometria tradicional
debido a que existe una morfologia intermedia entre estas especies en las poblaciones del
norte de Chiapas, sureste de Oaxaca, en el area del Istmo de Tehuantepec y el norte de
Guatemala (Owen et al., 1984).

Las especies del género Carollia se distribuyen desde el centro de México hasta el

norte de Argentina (Cuartas et al.,, 2001). Son muy abundantes y se les encuentra en



bosques secundarios con diferentes grados de perturbacion (Lopez et al., 2009; Novoa et
al., 2011). Estos murciélagos habitan en bosque seco tropical hasta bosque humedo de
montafia menos en zonas aridas, con registros altitudinales que van desde el nivel del mar
hasta los 3000 m snm (Mclellan, 1984; Cuartas et al., 2001). Viven en colonias de (100 a
1000) en cuevas, arboles huecos y estructuras, comen por temporada de 5 a 12 especies
de Piper. Se alimentan de frutos de plantas que crecen en el sotobosque, ya que en este
estrato se concentra la mayor parte de los frutos que consume. Estos murciélagos mediante
la ecolocalizacién y el olfato detectan la fruta, la cual después de la colecta la llevan a un
lugar donde la ingieren, este lugar esta a una distancia de 20 a 100 m de la planta, la fruta
es ingerida en 3 minutos y estos murciélagos colectan otra fruta dentro de los 15 a 30

minutos siguientes (Fleming, 2004).

El género Carollia presenta un sistema de reproduccién poliginico, hay harems en
los cuales el macho adulto defiende el territorio, los machos adultos en el dia buscan
alimento y en la noche regresan a cuidar los harems (Fleming, 1998). Los periodos de
gestacion duran entre 113 a 115 dias y cuando existen problemas en la temperatura los

periodos son de 113 a 143 dias (Rassweiler y Badwaik, 1997).

Asimismo, el unico trabajo que integre cuestiones genéticas y biogeograficas lo
realizaron Hoffmann y Baker (2003) con el género Carollia. Los valores de diversidad
nucleotidica reportados son bajos para éstas especies (C. castanea, C. subrufa, C.
brevicauda, C. perspicillata y C, sowelli) concluyen que Istmo de Panama actiua como
barrera para C. sowelli.

Este estudio se centra en C. sowelli Baker et al. 2002. C. sowelli tiene poco pelo en
el antebrazo, ya que en C. perspicillata es mas abundante. El antebrazo mide menos de 41
mm, la longitud de la tibia mide entre 16-19mm (Lorenzo et al., 2015); el pelo del cuerpo es
largo, denso y suave, el color varia tanto en el vientre como en el dorso de pardo canela,
gris oscuro a moreno grisaceo. Tiene cuatro bandas de color en el pelo de la region dorsal.
La banda de la base y la subterminal son oscuras, la segunda banda y la ultima son claras.
El rostro es mas alargado que en C. subrufa con verrugas redondeadas al frente del labio
inferior. El craneo es robusto y posee un arco cigomatico incompleto. Su formula dentaria es
12/2, C1/1, PM 2/2, M 3/3 = 32 (Téllez-Girdn, 2005). Se refugia en cuevas, tuneles, huecos
de arboles, debajo de las hojas de los platanos e alcantarillas con otras especies (Lorenzo
et al., 2015).

En un trabajo se mencionaba que C. brevicauda se tenia que dividir en dos especies

debido a que formaban dos clados distintos en diferentes zonas, uno para Guatemala y el



otro para Peru (Wrigth et al., 1999). C. sowelli fue descrita como nueva especie por Baker et
al. 2002 debido a las diferencias nucleotidicas del citocromo b, diferencias craneales y a la
distancia genética entre C. sowelli y C. brevicauda. Antes se describia que C. brevicauda se
distribuia desde Bolivia y Brasil hasta el centro de México. Con la descripcién de C. sowelli
como nueva especie, su distribucion abarca desde el centro de México hasta el este de

Panama y para C. brevicauda es del oeste de Panama hasta Brasil.

C. sowelli se encuentra desde los 0 hasta los 2,400 m snm desde México en los
estados de Veracruz y San Luis Potosi en la vertiente atlantica y en el estado de Oaxaca, en
la vertiente del Pacifico atravesando el Istmo de Tehuantepec hasta Panama encontrandose
en bosque ftropical humedo, perennifolio, bosque tropical caducifolio y en vegetacion
secundaria (Fig. 1; Téllez-Girén, 2005; Lorenzo et al., 2015). Su alimentacién se basa en
higos silvestres (Ficus spp.), pimientas (Piper spp.), solanaceas (Solanum spp.), guarumos
(Cecropia spp.), insectos pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Trichoptera (Téllez-Giron, 2005; York y Billings, 2009; Voigt et al., 2012; Saldafa-Vazquez
et al., 2013; Vleut et al., 2015).

Figura 1. Distribucion de Carollia sowelli (tomada de:

http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=136268).

Las variaciones en la dieta de estas especies puede deberse a las diferencias de
comportamiento de alimentacion y al tamafo en las especies de Carollia (Saldafia-Vazquez
et al., 2013). Existe una especializacién alimenticias dentro del género Carollia, algunas
especies consumen un mayor numero de frutos de Piper debido a que toleraran sus
compuestos quimicos (Whitehead et al., 2015). Los frutos representan un excelente

alimento debido al alto contenido en nitrégeno (Fleming, 1991; Whitehead et al., 2015).



Piper tiene un sistema de dispersion especialista en la cual la planta produce pocos frutos
ricos en nutrientes para dispersores especializados (Kraker, 2008). Los frutos de Piper y
Solanum contienen mas nitrogeno (proteina) en la pulpa que otros frutos, por eso estos
frutos son consumidos por las especies del género Carollia y otros filostomidos, pero
también consumen los frutos de Cecropia peltata que son bajos en nitrégeno pero contiene
carbohidratos y son altos en fibra, ademas consumen insectos para complementar las

cantidades de nitrégeno (proteina) faltante (Herbst, 1986; Fleming, 1991).

En un trabajo realizado en Guatemala se encontré que la similitud en la dieta de C.
sowelli y C. perspicillata resultdé por arriba del 90% en dos sitios muestreados. Existe
traslape de recursos para estas especies pero existen diferencias en el consumo y
abundancia de frutos, ya que la diversidad de la dieta de C. sowelli es mayor que la de C.

perspicillata, lo cual esto evita la competencia entre estas las dos especies (Kraker, 2008).

En otro trabajo con C. perspicillata no encontraron solapamiento entre las areas de
forrajeo de los diferentes individuos ya que utilizan las mismas areas de forrajeo. Una
seleccion optima de la zona de forrajeo puede determinar un mayor tamafio en Carollia.
Estas areas de forrajeo se encuentran a una distancia de 200 a 500 m, de las perchas y a
una distancia de 15 a 50 m del alimento. En el amanecer existe poca busqueda de alimento
ya que evitan ser atrapados por los depredadores (Heithaus y Fleming, 1978). Ademas las
diferencias morfologicas que existe dentro del género Carollia podria indicar procesos de

especiacion (Lopez-Aguirre et al., 2015).

En el caso de las hembras de C. sowelli almacenan mas grasa que los machos en
periodos de poca actividad reproductiva, estas reservas de grasas se ocupan en la época
reproductiva donde es la época de mayor alimento (Mora, 2013). Se reportan a hembras

prefiadas y lactando desde marzo hasta julio (Lorenzo et al., 2015).

1.3 Diversidad genéticay estructura genética

La diversidad genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en un grupo
(poblaciones, especies o grupo de especies). Sobre esta diversidad actua la seleccion
natural y otras fuerzas evolutivas para que se de la evolucion frente a cambios ambientales
(Frankham et al., 2004).

La estructura genética se define como la diferenciacion genética de las poblaciones.

Esto puede deberse a barreras fisicas que restringen el flujo génico (Romero-Nava et al.,



2013). Debido a que existen diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones
hay estructura genética. Cuando se dice que una especie tiene una alta estructura genética
es debido a que se pueden detectar fuertes diferencias en las frecuencias alélicas y si se
tiene una baja estructura genética es debido a que las poblaciones que la constituyen son
casi idénticas con nulas o muy pocas diferencias en las frecuencias alélicas (Eguiarte et al.,
2015). La estructura genética del género Carollia esta determinada por la demografia de las
poblaciones, el sistema de apareamiento, conductas de alimentacion y los patrones de

dispersién (Fleming, 1988).

Los estadisticos F de Wright o sus analogos que permiten comparar de manera clara
y cuantitativa las diferentes especies respecto a su estructura genética de las poblaciones
(Eguiarte et al., 2015).

1.3.1 Estimados de la diversidad genética

e Diversidad alélica (A): es el numero promedio de alelos por locus en una poblacién
(Frankham et al., 2004; Freeland et al., 2011).

e Proporcién de loci polimdrficos (P): se calcula dividiendo el numero de loci
polimorficos entre el total de loci examinados (Russell, 2010).

e Diversidad nucleotidica (): esta determinada por numero promedio de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias (Hedrick, 2011).

e Heterocigosis (H): proporcion de heterocigotos en una poblacién medida en varios
loci genéticos. Se puede medir como heterocigosis esperada (He) es el numero de
heterocigosis esperados en la poblacién con apareamientos aleatorios en equilibrio
Hardy-Weinberg, o en heterocigosis observada (Ho) es el nimero de individuos en la
poblacion que son heterocigotos en ese locus (Frankham et al., 2004; Russell,
2010).

e Diversidad haplotipica (h): es la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar
sean diferentes (Freeland et al., 2011).

e Numero de sitios segregantes (S): nucledtidos diferentes en una secuencia (Hedrick,
2011).

e D de Tajima: compara el numero de sitios segregantes y la media del numero de
diferencias nucleotidicas estimadas por parejas de secuencias del DNA

comparandola dentro de una poblacién (Avise, 2004).



1.3.2 La pérdiday ganancia de la diversidad genética esta dada por

Mutaciones: es cualquier cambio heredable resultado de una alteracion en el
material genético de un organismo (Verdu del Campo, 1997). Es la fuente principal
de la diversidad genética introduciendo nuevos alelos a la poblacion. Si la mutacion
es deletérea, la seleccion natural eliminara esta mutacién de la poblacion (Hedrick,
2011).

Flujo génico: intercambio de alelos entre poblaciones mediante migracion esto ayuda
a que se restaure la diversidad genética perdida. Las poblaciones contiguas posean
una composicibn génica mas semejante que las que estdn mas alejadas
geograficamente (Soler, 2003; Frankham et al., 2004).

Seleccion natural: es la causa principal de la evolucién y adaptacion de las
poblaciones a su ambiente (Verdu del Campo, 1997).

Endogamia: es producida al aparearse parientes cercanos y puede ocasionar el
efecto conocido como depresién por endogamia, que es la reduccion de la eficacia
biolégica de la descendencia debido a la expresion de alelos deletéreos por el

aumento de la probabilidad de homocigosis (Verdu del Campo, 1997).

1.3.3 Estadisticos F de Wright

La variacion genética de las poblaciones subdivididas debe examinarse en tres niveles: (I)

dentro de las subpoblaciones, (S) subpoblaciones y (T) la poblacién total como si no hubiera
subdivisién (Hedrick, 2011), donde:

Fis: Mide la reduccién relativa de heterocigosidad dentro de las subpoblaciones y la
poblacion total. Si el resultado es positivo indica que hay deficiencia de heterocigotos
y si es negativo el resultado indica un exceso de heterocigotos (Hedrick, 2011). Fis=
Hs- Hi/ Hs.

Fst: Medida de la diferenciacion genética en las poblaciones, siempre es positiva (a
veces negativos) (Hedrick, 2011). Mide la reduccion en la heterocigosis debida a
diferenciacion genética entre poblaciones, si el valor es de 0, indica que las
frecuencias alélicas son iguales en todas la poblaciones, no ha habido diferenciacion
(Ht = Hs). EI maximo posible es de 1, cuando cada poblacién esta fija en alelos
diferentes (Hs = 0) (Avise, 2004). Balance entre deriva y flujo génico (Pifiero et al.,
2008).

Fst= Hr- Hs/ Hr.



e Fi1: Medida de la desviacion del individuo promedio con respecto a la poblacién total.
Si el resultado es positivo indica que hay deficiencia de heterocigotos y es negativo
el resultado indica un exceso de heterocigotos (Hedrick, 2011).
Fis= Hr- Hi/ Hr.

Donde:
e Hi: Heterocigosis observada en las subpoblaciones (Freeland et al., 2011).
e Hs: Heterocigosis esperada por H-W en las subpoblaciones (=H¢) (Freeland et al.,
2011).

e Hry: Heterocigosis esperada por H-W en la poblacién total (Freeland et al., 2011).

1.3.4 Distancia genética

Los indices de distancia genética se calculan entre pares de poblaciones y pretende
describir el grado de diferencia genética entre estas poblaciones (Pifiero et al., 2008). La
distancia genética puede identificar especies, se utiliza en andlisis filogenéticos para ver los
niveles de divergencia entre secuencias para compararlos con un clado de interés. En un
trabajo realizado por Bradley y Baker, (2001), estimaron las distancias genéticas de
murciélagos y roedores a partir del citocromo b, con el modelo evolutivo de Kimura dos
parametros (K2P; Kimura, 1980) un valor por debajo del 2% indica que se estan

comparando especies.

Hay varios aspectos que pueden afectar los resultados, incluyendo: a) un muestreo
incompleto puede influir en resultados de divergencias entre secuencias, b) ver a qué nivel
se van a trabajar las distancias genéticas (género y especie), c) la estructura reproductiva
puede aumentar o disminuir este resultados (menores valores de distancia genética en

especies filopatridas) vy, d) diferente estructura social (Bradley y Baker. 2001).

1.4 Herramientas moleculares

Los marcadores moleculares se basan en el analisis de las diferencias en moléculas como
proteinas, ARN y ADN con o sin funcion conocida que proporcionan informacién sobre la

variacion alélica y permite distinguir individuos (Cornejo et al., 2014).

Para animales el marcador molecular mas utilizado es el ADN mitocondrial (mtADN).
Entre las caracteristicas moleculares que hacen especial al mtADN estan que es una

molécula circular covalentemente cerrada, de tamafo pequefio (ca.16-20 kilobases),
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conformada por un total de 37 genes (13 ARN mensajeros, 2 ARN ribosomales y 22 ARN de
transferencia), 13 polipéptidos correspondientes a las 7 subunidades de la NADH
deshidrogenasa (ND1 a ND6 y ND4l), 3 subunidades de la proteina citocromo ¢ oxidasa
(COI, COll y COIlll), el citocromo b y dos subunidades de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8).
Ademas una region conocida, en vertebrados y equinodermos, como regioén control (ca. 1
kb) o d-loop (fragmento mas pequefio dentro de la regién control misma), que controla la
replicacién y transcripcién en la molécula, ademas es un marcador haploide y soélo es
heredado por via materna (Chomyn et al., 1985; Ballard y Whitlock, 2004; Eguiarte et al.,
2007; Tomasco y Lessa, 2015).

Dentro de la molécula del ADN mitocondrial (mtADN) se encuentra el citocromo b el
cual ha sido utilizado para ver diferencias intraespecificas en diferentes especies de
murciélagos, roedores, lagartijas (Carranza, 2002; Lorenzo y Garcia, 2007; Ramirez-Pulido
et al., 2014); ademas es una proteina transmembranal implicada en la oxidacion de la
ubiquinona (Esposti et al., 1993). Se ha estimado a partir del ADNmt de mamiferos que el

citocromo b presenta una tasa de sustitucion de 2% por millén de afios (Brown et al., 1979).

Existe una alta saturacion en la tercera posicion del codén con una mayor alta
transiciones que las demas posiciones, variacion limitada en el primero y segundo codon,
también ocurre una sustitucion lenta en los aminoacidos (Meyer, 1994; Farias et al., 2001).
Las sustituciones en los aminoacidos causan transversiones en las primeras y segundas
posiciones esto lleva a bajos niveles conservados y estas sustituciones en los residuos

causa transiciones (Meyer, 1994).

También dentro del citocromo b se encuentran regiones y codones que evolucionan
lento y rapidamente (Farias et al., 2001). En el citocromo b, existen diferencias en el nimero
de sustituciones de sus aminoacidos, esto permite la reconstruccién de las filogenias. En
estudios se ha observado que las regiones que codificantes como los genes ribosomales,
ATPasa 6 y 8 y las regiones no codificantes tienen una baja tasa de sustitucion (Meyer,
1994). El citocromo b contiene (aproximadamente 1140 pb), se conocen de 9 a 10 proteinas
que tiene funcién en el complejo Il del sistema de fosforilacion oxidativa de la mitocondria.
El citocromo b se encuentra reducido en los complejos Qo y Q1 involucrados en la

transferencia de electrones (Irwin et al., 1991).
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II. Objetivos

Objetivo general:

e Determinar el efecto del Istmo de Tehuantepec en los patrones de diversidad y
estructura genética de Carollia sowelli.

Objetivos particulares:
e Comprobar si el Istmo de Tehuantepec es una barrera que divide a las poblaciones
de C. sowelli
e Determinar los niveles de variacion genética en C. sowelli.

e Proponer un proceso biogeografico que ha influido en esta especie

lll. Materiales y métodos
3.1 Obtencién de muestras

Las muestras provienen del material depositado en la Coleccién de Mamiferos del Museo de
Zoologia “Alfonso L. Herrera”, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de
México (MZFC), de la Coleccién de Mamiferos del ECOSUR (ECO-SC-M) y CIIDIR Oaxaca
(CIIDIR-O) (Apéndice B) (Fig. 2).

Se recolectaron ejemplares de Carollia sowelli en los estados de Campeche y
Yucatan (Apéndice B). Estos ejemplares fueron capturados con redes de niebla y se
prepararon como ejemplares de coleccién cientifica, se extrajeron muestras de tejidos
(higado, rifidn, corazdn, musculo) que fueron preservadas en alcohol al 100%.

Istmo
de

Tehuantepec

MEX_al
B -5
[ #38- 2051
(] 2081 - 3184
[ 364 - 4278
[ ]
B 1o Dats

de los ejemplares

Figura 2. Los puntos rojos corresponden a localidades

utilizados en este estudio (Apéndice B).
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3.2 Extracciéon de ADN

Se utilizé el protocolo modificado de NaCl-cloroformo: alcohol isoamilico para la extracciéon
de ADN de tejidos (higado, rifidn, corazén, musculo) (Apéndice A; Miller et al., 1988 como
se detalla en Castella et al., 2001). Se realizé la amplificacion del gen mitocondrial citocromo
b con la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando los
oligonucledtidos L14724 (Irwin et al., 1991), bat380F (ludica, 2000), L15513 (Irwin et al.,
1991), bat420R (ludica, 2000), H15547 (Edwards et al., 1991), H15915R (Irwin et al., 1991),
para amplificar el gen en uno, dos o tres fragmentos con un protocolo de una
desnaturalizacion inicial por 3 min a 95°C; seguida de 35 ciclos de tres pasos:
desnaturalizacion inicial por 30 segundos a 95°C, seguida de una anillamiento de 1 min a 48
y/o 49°C, finalmente una extension de 2 min por 72°C y terminando con una extension final
de 5 mina 72°C.

Se utilizé un volumen final de 12.5 pL por reaccién donde: 7.325 uL de H20, 1.25 uL
de Buffer [10x], 0.825 pyL de Mix dNTP’s [2mM], 0.75 pyL de MgCl> [25 mM], 0.625 uL de
cada oligonucledtido [10 uM], 0.1 yL de polimerasa Taq [5u/uL] y 1 yL de ADN; durante
cada ronda de PCR se trabajé con un control negativo para descartar la contaminacién por
ADN.

Posteriormente con 2.0 uL de estos productos se realizo la electroforesis en geles de
agarosa TAE [1x] tefidos con Gel red (Probiotek) y se realizdé la visualizaciéon para
comprobar si la PCR salié correcta. Estos productos se enviaron al High-Throughput
Genomics Center, Department of Genomics Science - University of Washington fueron
purificados con Exo-Sap (Estados Unidos) y al Macrogen de Corea en donde se purifican
con la técnica de desfosforilacién parcial y EZ-seq, posteriormente fueron preparados para
ser leidos en un secuenciador automatico ABI 3730xl. Una vez obtenidas las secuencias se
continué con el analisis.

3.3. Anélisis

Los andlisis se realizaron con las 54 secuencias del gen completo del citocromo b (1140 pb)
de 44 localidades obtenidas en este trabajo (Apéndice B) y ademas se utilizaron 13
secuencias publicadas en el Genbank del trabajo de Hoffmann y Baker, 2003 sobre C.
sowelli del citocromo b (1140 pb) (Apéndice C). Se utilizé una secuencia de C. subrufa como
grupo externo (Apéndice C).

Con el software MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) y FinchTV 1.4.0 (Patterson et al.,
2004) se realizd la edicion y alineamiento de las secuencias. Con ayuda del software
jModeltest 2.1.7 (Darriba et al.,, 2012) se determin6 el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica que se ajusta al modelo evolutivo de las secuencias utilizando el Criterio de
Informacion de Akaike (Akaike, 1974) debido a que es un modelo el cual busca aproximar al
proceso mas probable de evolucion molecular (Posada, 2009). Con los valores del modelo
que nos dio el software jModeltest se utilizd para el software Mrbayes 3.1.2 (Ronquist et al.,
2012) para la construccion por inferencia bayesiana. Se empleé el algoritmo de Cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) en dos corridas simultaneas e independientes de 50, 000,000
de generaciones, muestreando datos cada 1000 generaciones y descartando el 20% de los
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arboles iniciales como burn-in; la topologia final se obtuvo con por un consenso de mayoria
del 60% considerando un burn-in del 20%.

Se construyd la red de haplotipos en el software Network 5.0.0.0 utilizando el
algoritmo de Median Joining (Bandelt et al., 1999). Con ayuda del software DnaSP 5.10
(Librado y Rozas, 2009) se calcularon los valores de diversidad genética: Diversidad
haplotipica (h), Diversidad nucleotidica (), d de tajima y estadisticos Fst. Ademas con
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) se calcul6 la distancia genética con el modelo de Kimura
dos parametros (K2P; Kimura 1980), esto para observar el porcentaje de divergencia que
existen entre las secuencias de los grupos comparados, los valores obtenidos se
compararon con valores ya establecidos para mamiferos respecto a éste estadistico.

Con el programa Arlequin 3.5. 2. 2. se realiz6 un AMOVA (Analisis de Varianza
Molecular, Excoffier et al., 1992), el cual con una matriz de distancias genéticas calcula la
varianza asociado a la estructura genética en tres niveles: entre poblaciones de los grupos
(¢psc), entre los individuos dentro de la poblacion (¢st), entre los grupos (¢cr)( analogos a
los estadisticos F de Wright), con 50000 permutaciones. Los grupos para el AMOVA se
realizaron mediante criterios preestablecidos, separando las poblaciones del oeste de
México con las poblaciones del este de México y Centroamérica, ya que se quiere ver si
existe un efecto del Istmo.

Se realizé un analisis de varianza molecular espacial con el programa SAMOVA
(Dupanloup et al.,, 2002), este programa utiliza las coordenadas geograficas y las
secuencias para explicar la estructuracion genética; aqui no se forman los grupos
previamente, ya que el programa los agrupa.

IV. Resultados

4.1. Relaciones filogenéticas

El criterio de Inferencia Bayesiana se ajusté al modelo de evolucion de las secuencias HKY

+ G + | (Hasegawa et al., 1985) con los siguientes parametros: frecuencias nucleotidicas A
(0.2773), C (0.3060), G (0.1409) y T (0.2758).
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Figura 3. Relaciones filogenéticas entre ejemplares de C. sowelli a partir del citocromo b
obtenido mediante Inferencia Bayesiana realizado con el programa Mrbayes con 50,000,000 de
generaciones se ajustd al modelo evolutivo HKY + G + | . S6lo se muestra el arbol consenso.
Los soportes de los clados estan indicados en las ramas por la probabilidad posterior. En
rojo se muestra la parte este del Istmo, mientras que el azul representa la parte oeste del
Istmo. C. subrufa es el grupo externo.

El Istmo no es una barrera para esta especie, ya que no hay una clara separacién a ambos
lados del Istmo, debido a que los niveles de soporte son bajos dando como resultado
politomias dentro de los grupos. Los ejemplares de Rancho (Chiapas) se concluyé mediante
este analisis y medidas tomadas del antebrazo que eran mas parecidas a C. subrufay no a
C. sowelli por lo que ya no se utilizaron en los siguientes analisis. Hay clados con soportes
altos debido a que hay mucho flujo genético entre estas subpoblaciones.

4.2. Diversidad genética
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Figura 4. Red de haplotipos de C. sowelli. En rojo se muestra la parte este del Istmo, mientras
gue los puntos azules representan la parte oeste del Istmo, obtenidos mediante Neighbor-
joining. En la red de haplotipos el tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia del
haplotipo, el largo de las lineas es proporcional al nimero de mutaciones y los puntos en
negro son los haplotipos ausentes o que no fueron muestreados.

Se utilizaron 67 secuencias del citocromo b (1,140 pb) de C. sowelli. Encontrandose 52
haplotipos, donde el haplotipo 6 es el que se encontré en el mayor numero de individuos, ya
que se comparte con 6 ejemplares (Honduras, Guatemala, Chiapas, Tabasco, Quintana
Roo, Campeche, Oaxaca), mientras que los haplotipos 20, 27, 28, 32, 34, 37 se encuentran
en 2 ejemplares de diferentes estados (Veracruz, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo),
mientras que el resto de los haplotipos son uUnicos debido a que soélo encontraron en un
ejemplar. Existen haplotipos que se encuentran a ambos lados del Istmo. La red de
haplotipos muestra 2 grupos diferenciados: uno a oeste (azul) del Istmo y otro al este (rojo).

Tabla 1. Distancias genéticas entre los haplotipos al este, oeste del Istmo y Centroamérica,
calculado con el modelo de sustitucién nucleotidica Kimura 2 parametros (Kimura, 1980).

Distancias genéticas

Parte Oeste vs este 1.0%
Parte Oeste vs Centroamérica 1.6%
Parte Este vs Centroamérica 1.5%
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Para calcular el valor de la distancia genética se formaron tres grupos la parte oeste y este
del Istmo también de la parte de Centroamérica. Donde la mayor diferencia se observa al
comparar ambos lados del Istmo contra Centroamérica (Tabla 1).

Tabla 2. Valores de diversidad genética

Grupo N Hp h 113 S k D de P
Tajima

Este 28 20 0.952 0.007 63 8.131 -1.928 *0.05
Oeste 28 24 0.986 0.004 29 4.597 -1.398 0.10
Centro- | 10 9 0.977 0.019 64 22.288 | -0.147 0.10
ameérica
Este + |41 31 0.962 0.016 153 18.684 | -1.797 0.10
Centro-
ameérica

N: nimero de ejemplares; Hp: namero de haplotipos; h: diversidad haplotidica; m: diversidad
nucleotidica; §: numero de sitios polimoérficos; k: diferencias nucleotidicas
* Valor significativo parala D de Tajima

Los estimadores de diversidad genética son parecidos entre los grupos formados, mientras
que la D de Tajima en las poblaciones del oeste y Centroamérica no hubo diferencias
significativas y en la poblacion del este hubo diferencias significativas comparadas con los
otros dos grupos. Ademas de que los resultados de la diversidad haplotidica (k) son altos
mientras que la diversidad nucleotidica (m) es baja.

Tabla 3. Valores de Fst entre los diferentes grupos establecidos.

Fst
Oeste vs Este 0.227
Oeste vs Este + Centroamérica 0.151
Oeste vs Centroamérica 0.204

Para los valores de la Fst en ninguna comparacion hubo diferencias significativas esto
debido a que hay poca diferenciacion genética entre las poblaciones (Tabla 3).

Tabla 4. Valores obtenidos por el AMOVA

Componente de Porcentaje de indice de fijacién k
variaciéon variaciéon
Entre agrupaciones 22 ¢sc: 0.396
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Entre poblaciones 30.94 ¢st: 0.529

de las agrupaciones Oeste vs Este

Dentro de las 47.6 ¢cr:0.22

poblaciones

Entre agrupaciones 28.78 ¢sc :0.552

Entre poblaciones 37.19 bt :0.659 Oeste vs Centro-
: américa

de las agrupaciones

Dentro de las 34.03 ¢cr: 0.287

poblaciones

Todos los valores son significativos (p<0.05)

Los valores del AMOVA para una k=2 grupos, cuando se compara ambos lados del Istmo se
muestra que el mayor porcentaje de variacion fue dentro de las poblaciones debido a que no
forman clados con un soporte alto (Fig. 3) y cuando se compara el lado oeste contra
Centroamérica la variacion se da entre poblaciones cercanas debido a que estas

poblaciones son genéticamente mas homogéneas (Tabla 4).

Tabla 5. Valores del SAMOVA con k=2 y k=5

K

Agrupaciones
formadas

der

Tortuga (Costa Rica)

Veracruz, Oaxaca,
Tabasco, Chiapas,
Campeche, Yucatan,
Quintan Roo,
Guatemala,
Honduras, Costa
Rica

0.815

0.029

Tortuga (Costa Rica)
(1)

Limén (Costa Rica)
(1)

Quintana Roo
(Botadero, Méx)(1)
Campeche
(Hampolol, Méx)(1)

Veracruz, Oaxaca,
Tabasco, Chiapas,
Campeche, Yucatan,
Quintan Roo,
Guatemala,
Honduras

0.872

0.011
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Los paréntesis con el nUmero adentro indican el nimero de individuos por estado
Todos los valores son significativos (p<0.05)

El SAMOVA no agrupé localidades al este y oeste del Istmo, cuando se analizé una
k=2 grupos formo un grupo sélo con una localidad de Costa Rica (Tortuga), el otro grupo lo
conforman los demas estados y los ejemplares de Guatemala, Honduras, Costa Rica
(Limon). Para una k=5 grupos forma grupos individuales de los estados de Quintana Roo,
Campeche, Costa Rica (Limon), Costa Rica (Tortuga), y otro grupo con las demas
localidades

V. Discusion.
5.1. Relaciones filogenéticas.

El limite de la distribucién entre C. sowelli y C. brevicauda es Panama, se asocia con el
Istmo de Panama, éste pudo haber separado a estas especies de sus taxones hermanos,
comenzando un proceso de diferenciacion (Hoffmann y Baker, 2003). Clare et al. 2011 en
sus resultados muestran que Istmo de Panama es el limite geografico de C. sowelli y C.
brevicauda, esta area puede ser una zona de hibridaciéon o una de aislamiento reproductivo
para éstas especies. También se ha observado en murciélagos del género Myotis que el
Istmo de Panama separ6 a las poblaciones de las zonas Neartica y Neotropical; a partir de
aqui estas especie se diferenciaron y actualmente ninguna especie habita en las dos zonas
biogeograficas (Stadelmann et al., 2007).

En este trabajo se corroboré que en C. sowelli el clado de Panama y Costa Rica esta
bien diferenciado, esto también demostrado por Hoffmann y Baker, (2003) y Hernandez-
Davila et al. (2012) el clado se mantiene separado de los ejemplares de Nicaragua y México
esto se observa en el arbol filogenético (Fig. 3) y es apoyado por los grupos establecidos
por el SAMOVA (Tabla 5). Esta separacion de clados se debe a la depresién de Nicaragua
la cual se ha observado que en coledpteros separa a las poblaciones de Costa Rica con las
de Nicaragua (Marquez y Morrone, 2003; Reyes et al., 2014). La depresion también separa
a las poblaciones de felinos Leopardus pardalis y L. wiedii (Eizirik et al., 1998), roedores de
los géneros Habromys y Reithrodontomys (Sullivan et al., 2000; Ledén-Paniagua et al.,
2007), asimismo se comprobd en el roedor Ototylomys phyllotis existe una restriccion al flujo
genético (Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez, 2012).

Ademas, la depresion de Nicaragua separa a las subespecies que se encuentran en
Costa Rica de las demas subespecies de Nicaragua y México del ave Lepidocolaptes affinis
(Arbelaez-Cortés et al., 2010). Para los colibries del género Amazilia esta depresion hizo
que las poblaciones divergieran debido a la fragmentacion de los bosques en los periodos
interglaciales y cambios climaticos. Durante los periodos glaciales hubo un contacto
secundario debido a la expansion de los bosques esto llevé a una nueva colonizaciéon donde
hubo flujo genético e hibridacion entre diferentes especies de este género (Jiménez y
Ornelas, 2016). En el caso de las serpientes del género Bothriechis y Atropoides ésta
depresion es una fuerte barrera al flujo génico por lo que divergieron estos géneros a partir
de un ancestro en comun (Castoe et al., 2009).
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5.2. Istmo de Tehuantepec

Baker et al., 2015 estimaron el tiempo de divergencia del género Carollia fue a finales del
Oligoceno hace 17.58 Ma (17.7-17.5 Ma), informacion que concuerda con lo propuesto por
Lim y Engstrom (1998) quienes postulan que este género tiene aproximadamente 20 Ma. El
levantamiento del Istmo empezd hace 6 Ma (Barrier et al., 1998) y de acuerdo a Hoffman y
Baker (2003) C. sowelli se origind en Centroamérica y después se expandié su rango hasta
México. Esta especie pudo estar en refugios pleistocénicos en Veracruz y Chiapas antes de
que finalizara el levantamiento del Istmo, esto se observa en el patron en la distribucion de
haplotipos y los niveles de diversidad genética, ya que en estos estados se ha propuesto
que hubo refugios pleistocénicos (Toledo, 1982).

Ya en estos refugios, C. sowelli pudo tener diferencias ecoldgicas intraespecificas,
ya que las especies del género Carollia coexisten aunque sean ecomorfolégicamente
similares evitando asi la competencia, por lo tanto mientras sean mas similares
morfolégicamente podrian coexistir debido a que se especializan en alimentarse de
diferentes especies de los mismos géneros de plantas (York y Papes, 2007; Kraker, 2008;
Lopez-Aguirre et al., 2015). En el estado de Chiapas se encuentra la Sierra Madre del Sur
en la cual se han reportado altos niveles de endemismos para Oaxaca y Chiapas (Llorente-
Bousquets et al., 2013). Los ejemplares de Chiapas ya no pudieron ir mas al norte debido al
Istmo, pero también pudieron adaptarse a este lugar debido a que hubieron varias
erupciones volcanicas en este estado por lo que hubo cambio en los tipos de vegetacion
(Espinoza et al., 2006). Se observa en el arbol filogenético (Fig. 3) que hay clados con un
soporte alto (0.9 a 1), debido a que existe un mayor flujo genético entre estas
subpoblaciones respecto a la poblacién total (Templeton, 2006), estos valores se sustentan
con los resultados del SAMOVA, AMOVA y Fsr.

Para la especie C. castanea, los Andes actuan como barrera por lo que hubo
aislamiento de las poblaciones y a cada lado se generaron diferencias morfoldgicas (Jarrin y
Menendez-Guerrero, 2011), esto podria estar pasando en C. sowelli debido a que se forman
dos grupos a ambos lados del Istmo, pero eso se tendrian que demostrar con estudios
morfométricos ya que con los resultados obtenidos en este trabajo no hay una
diferenciacion clara a ambos lados (Fig. 4). Para la especie de murciélago Pteronotus davyi
el Istmo si actua como barrera debido a que existe una clara diferenciacién genética a
ambos lados del Istmo, pero todavia existen haplotipos presentes en ambos lados del Istmo
lo que impide que se formen grupos monofiléticos (Guevara-Chumacero et al., 2013). En C.
sowelli todavia existen haplotipos presentes en ambos lados del Istmo por lo que aun no se
forman grupos monofiléticos y éste no actia como barrera (Fig. 4).

El Istmo de Tehuantepec no es una barrera para C. sowelli, se observa en el arbol
filogenético (Fig. 3) debido a que los soportes de los clados son bajos y existen politomias.
Desde el Mioceno hasta el Pleistoceno ocurrieron varios cambios climaticos en el Istmo que
provocaron que en ambos lados existieran diferentes habitats ocasionando que actuara
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como barrera ecolégica (Barrier et al., 1998; Marshall y Liebherr, 2000; Espinoza et al.,
2006; Ortiz-Medrano et al., 2008). Esto se comprueba ya que en el Istmo existe una elevado
numero de especies de mamiferos endémicos a esta area (Escalante et al., 2007),
distribuidos en diferentes tipos de vegetacion.

El Istmo ha sido reconocido como una importante barrera biogeografica en diferentes
taxones como roedores (p. ej. Edwards and Bradley, 2002; Leén-Paniagua et al., 2007,
Arcangeli et al., 2017), aves (p. €j. Cortés-Rodriguez et al., 2008; Gonzalez et al., 2011;
Cortés-Rodriguez et al., 2013; Jiménez y Ornelas, 2016), anfibios (p. €j. Mulcahy et al.,
2006), reptiles (p. ej. Daza et al., 2009), plantas (p. ej. Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011) y
escarabajos (p. €j. Liebherr, 1994; Morrone, 2005). En contraste, en este trabajo se confirma
que el Istmo no es una barrera para C. sowelli debido a que no existe una clara
diferenciacion a ambos lados (Fig. 3 y 4), pero también en otros taxones se ha demostrado
que el Istmo no actia como barrera, en roedores (p. ej. Kerhoulas y Arbogast, 2010),
murciélagos (p. €j. Hernandez-Canchola y Ledn-Paniagua, 2017), en el armadillo de nueve
bandas (Arteaga et al., 2011) y aves (p. ej. Rodriguez-Gémez et al., 2013).

5.3. Estructura genética

Los valores que se muestran en la Tabla 3, representan los valores de la Fst para las
poblaciones preestablecidas, no hubo diferencias significativas debido a que existe una baja
diferenciacion genética debido a que existe un alto flujo genético entre estas subpoblaciones
a ambos lados del Istmo respecto a la poblacion total (Soler, 2003; Templeton, 2006), esto
valores de Fsr (< 0.25) han sido reportados para otras especies de murciélagos
Phyllostomus hastatus (0.022-0.206), Desmodus rotundus (0.045-0.154), Saccopteryx
bilineata (0.003-0.140), Tadarida brasiliensis (0.0166), Carollia perspicillata (0.004-0.09)
(McCraken, 1987; Fleming, 1988; Russell y McCracken, 2006) que indican una alta
estructura genética entre poblaciones locales.

En la Tabla 1 se muestran valores correspondientes a la distancia genética que hay
entre las especies que se distribuyen al lado este y oeste. Bradley y Baker (2001) reportan
valores de hasta un 2% respecto a la distancia genética que puede existir al comparar
poblaciones de la misma especie, ya que un nivel mayor de 2% significa que ya se estan
comparando especies dentro de un género, se obtuvo un valor de 1 % al comparar ambos
lados del Istmo por lo que este valor indica que no hay una separacién por parte del Istmo.

Al comparar las poblaciones del este con las poblaciones de Centroamérica el
resultado es de 1.6%, este valor es mas alto debido a las diferencias en el citocromo b,
(Baker et al., 2002), esto se puede corroborar con el arbol filogenético ya que las medidas
de soporte son diferentes en ambos clados (Fig. 3). Baker et al. 2002, obtuvieron un valor
de 1.58% de distancia genética al comparar poblaciones de México-Nicaragua y Costa Rica-
Panama, este valor es mas bajo al que se encontré en este estudio (1.6%) aunque el valor
sea mas alto se debe de obtener un valor mayor a 2%, ya que valores mayores de este
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valor sirve para comparar especies de diferentes géneros. Arcangeli et al., (2017) reportan
valores de 3% a 8.9% de distancia genética dentro del género Tlacuatzin, por lo que estos
valores corresponden al comparar diferentes especies dentro del género (Bradley y Baker,
2001).

Los valores de la diversidad haplotidica (h) es alto y los valores de diversidad
nucleotidica () son bajos al comparar los diferentes grupos formados (Tabla 2), debido a
que las poblaciones se encuentran en expansion (Hedrick, 2011), informacién que
concuerdan con los valores reportados por Hoffmann y Baker 2003 para C. sowelli y para
otros murciélagos (Russell y McCracken, 2006; Guevara-Chumacero et al.,, 2013;
Hernandez-Canchola y Ledn-Paniagua, 2017). Esto valores hacen referencia a que existen
muchos haplotipos cercanamente relacionados esto se puede observar en la red de
haplotipos y en el arbol filogenético (Fig. 3 y 4).

El AMOVA (Tabla 4) mostré diferencias significativas al comparar los grupos
preestablecidos, aunque todavia no se diferencian los grupos debido a que los valores de la
distancia genética y los estadisticos de F son bajos. Cuando se compara el lado oeste
contra Centroamérica el resultado es bajo porque la variacién ocurre entre poblaciones
cercanas (p. €j. el clado de Costa Rica y Panama tienen un soporte alto en el arbol y entre
estas poblaciones existe un flujo génico mayor que con las demas poblaciones; Fig. 3).
Cuando se comparan ambos grupos existe flujo génico entre las poblaciones cercanas
respecto a la poblacion total (¢st es analogo de Fst). También los valores de ¢sc y ¢er es
bajo debido a que hay pocos heterocigotos en las subpoblaciones debido a que hay mas
flujo genético entre poblaciones locales (¢psc es analogo de Fir. ¢psc es analogo de Fis)
(Templeton, 2006: Hedrick, 2011).

En la Tabla 5 se muestran los resultados del SAMOVA el cual no apoya la hipotesis
de que el Istmo es una barrera para esta especie, debido a que no forma los grupos que se
compararon en este trabajo. Ya que forma dos grupos: el primero con soélo 1 ejemplar de
Costa Rica este debido a que presenta diferencias en el citocromo b (Baker et al., 2002). Es
posible que estas diferencias se deban a cuestiones ecoldgicas intraespecificas, ya que las
especies del género Carollia evitan la competencia (York y Papes, 2007; Kraker, 2008;
Lopez-Aguirre et al., 2015) y el otro grupo que agrupd fue con el resto de los ejemplares de
las demas localidades.

Cuando se compardé una k=5 grupos, formé un grupo con los ejemplares de
Quintana Roo y Campeche estos ejemplares tienen un soporte alto en el arbol (Fig. 3),
estos individuos se encontraban en la Peninsula de Yucatan cuando estaba emergiendo (13
a 4.5 m.a.), debido a esto se establecid cierto tipo de flora (Espinoza et al., 2006) ademas
de que existe un alto flujo genético entre estas subpoblaciones en comparacién con las
demas subpoblaciones de los otros estados (Tabla 1) por tanto presentan mas diferencias
en el citocromo b. Los demas grupos fueron se formaron con dos ejemplares de Costa Rica
y el ultimo grupo con los demas ejemplares de los otros estados. Estos grupos formados
con una k=5 son los que presentan los soportes altos en el arbol filogenético (Fig. 3).
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Los valores de ¢cr= 0.81581 y 0.85609 son muy altos, debido a que existe flujo
genético alto entre las poblaciones locales respecto a la poblacién total, esto también se
debe a que hay varios cambios nucleotidicos en el citocromo b (Baker et al., 2002).
Ademas, con este marcador utilizado en este trabajo es heredado solo por la hembras, ellas
podrian presentar una conducta filopatridas y por eso se observa este patron general en la
estructura genética de esta especie (Trajano, 1995). Igualmente esto se observa en el arbol
filogenético ya que cada grupo que formé el SAMOVA es cada clado con un soporte alto

(Fig 3.)

VI. Conclusiones

Para C. sowelli el Istmo no es una barrera ya que no hay una separacién clara de las
poblaciones al este y oeste debido a que no se forman grupos monofiléticos, esto se
corrobora con los arboles filogenéticos y con la red de haplotipos ademas con los valores de
distancia genética y los valores de la F; esta especie puede estar presentando una
divergencia la cual no lleva muchos afios para que se observen las poblaciones separadas.
Se deben de realizar estudios de morfometria para comprobar si existe la separacion por
parte del Istmo ya que con datos moleculares no se apoya esta hipotesis.
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Apéndice A. Protocolo Modificado para la extraccion de ADN por el método de NaCl y
cloroformo: alcohol isoamilico (Miller et al., 1988 como se detalla en Castella et al., 2001).

Colocar de 10 a 30 mg de tejido en un microtubo limpio
Adicionar 410 uL de Buffer de lisis y 90 uL de SDS al 10%
Incubar a 65°C por 15 minutos

Homogeneizar el tejido en particulas finas con pistilos
Anadir 20 pyL de Proteinasa K

Vértex por 10 segundos

Incubar a 65°C por 30-45 minutos

Adicionar 200 pL de NaCl saturado [6M]

9. Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos
10. Incubar en bafio de hielo por 10 minutos

11. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos.

12. Transferir 400 pL del sobrenadante a un microtubo limpio
13. Adicional 350 uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

14. Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos
15. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos

16. Transferir 400 uL del sobrenadante a un microtubo limpio
17. Adicionar 800 uL (6 2 volumenes de lo colectado) de etanol puro frio y dejarlo 1
noche en el refrigerador

NGO RWDN =
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18. Mezclar un par de veces por inversion.

* Si se observa pellet de ADN: transferir el pellet a un microtubo limpio que contenga
agua

* Si no se observa pellet de ADN
Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos
Decantar el etanol
Secar las muestras y retirar etanol restante
Disolver el ADN en agua

Apéndice B. Muestras utilizadas para la extraccién de ADN (60) con el protocolo de NaCl y
cloroformo: alcohol isoamilico (Apéndice A; Miller et al., 1988 como se detalla en Castella et
al., 2001). Ejemplares secuenciados en el presente estudio. Estado: CA: Campeche, CS:
Chiapas, OX: Oaxaca, QR: Quintana Roo, VE: Veracruz, YU: Yucatan. Colecciones: Museo
de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias-UNAM (MZFC-M); El Colegio de
la Frontera Sur, San Cristdbal, Coleccion de Mamiferos (ECO-SC-M); CIIDIR Oaxaca,
Coleccidén Mastozooldégica (CIIDIR-O).

Colecc- Taxon Estad | Localidad Latitud Longitud Muestra | Afio de
ion o} Colecta
ECO- C. CA 1 km SE de 18.219166 | - 6192 1998
SC-M sowelli Cristébal Colon | 67 88.52000556
ECO- C. CA 62 km N de 19.1 -.89.28 6105 1998
SC-M sowelli Xpuijil, 6 km E,
Camino a
Rancho San
Isidro, RB
Calakmul
MZFC-M | C. CA Hampolol 19.9400 -90.37950 GHC64 | 2016
sowelli (Santiaguito) 9
ECO- C. CA Narcizo 18.253055 | - 6203 1998
SC-M sowelli Mendoza 56 .89.2927778
MZFC-M | C. CA Terraceria 19.044305 | - GHC69 | 2016
sowelli hacia Nohan 56 91.09472222 | 9
ECO- C. CA X-bonil, UMA 18.510638 | - 7032 2009
SC-M sowelli 89 88.34986111
ECO- C. CA Zona 18.107222 | -89.809444 | 6235 1998
SC-M sowelli Arqueoldgica 2
de Calakmul
MZFC-M | C. CS Porcién N de la | 16.898 - AEMO04 | 1998
brevicau Omega, 90.97363889 | 2
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da

Monumto. Nat.

Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Zona 16.898222 | - AEM16 | 1998
brevicau Arqueoldgica 22 90.96458333 | 3
da Monumto.
Nat.Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Campamento 16.900972 | - AEM17 | 1998
brevicau Arqueoldgico 22 90.96938889 | 1
da del INAH de
Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Porcién N de la | 16.898 - AEM21 | 1998
brevicau Omega, 90.97363889 | 6
da Monumto. Nat.
Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Campamento 16.900972 | - AEM11 | 1998
brevicau Arqueoldgico 22 90.96938889 | 1
da del INAH de
Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Campamento 16.900972 | - AEM12 | 1998
brevicau Arqueoldgico 22 90.96938889 | 0
da del INAH de
Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Rancho "Tres 15.571916 | - PIJMO1 | 2003
sowelli Hermanos" 67 93.01694444 | 2
MZFC-M | C. CS Rancho "Tres 15.571916 | - PIJMOO | 2003
sowelli Hermanos" 67 93.01694444 | 3
MZFC-M | C. CS Zona 16.898222 | - AEM29 | 1999
sowelli Arqueoldgica 22 90.96458333 | 1
Monumto.
Nat.Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Zona 16.898222 | - AEM25 | 1999
sowelli Arqueoldgica 22 90.96458333 | 4
Monumto.
Nat.Yaxchilan
MZFC-M | C. CS Zona 16.898222 | - SAM63 | 1997
sowelli Arqueoldgica 22 90.96458333 | 0
Monumto.
Nat.Yaxchilan
MZFC-M | C. OX Clemencia 18.255 -96.795 250 1993
brevicau
da
CIIDIR-O | C. OoX Finca Juquilita | 15.90 -96.45 3464 2004
brevicau 6.5km. Mpio.
da Pluma Hidalgo.
CIIDIR-O | C. OX Finca San 15.96 -96.41 3499 2004
brevicau Juanito. Mpio.
da Pluma Hidalgo.
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CIIDIR-O | C. OoX La Mina, 3 km | 17.272027 | - 5078 2014
sowelli NE, Mpio. San | 78 96.24436111
Andrés Solaga
CIIDIR-O | C. OX La Mina, 3 km | 17.272027 | - 5079 2014
sowelli NE, Mpio. San | 78 96.24436111
Andrés Solaga
CIIDIR-O | C. OoX Rancho Yajoni, | 17.502555 | - 4966 2012
sowelli 7.85 km NO 6 96.21991667
Mpio. Santiago
Camotlan
CIIDIR-O | C. OoX Rancho Yajoni, | 17.502555 | - 4967 2012
sowelli 7.85 km NO 6 96.21991667
Mpio. Santiago
Camotlan
CIIDIR-O | C. OoX Rio Molino, 15.966902 | -96.5051333 | 4573 2010
brevicau 4.79 km NNW | 78
da Mpio.
Candelaria
Loxicha
MZFC-M | C. OoX Rumbo a 17.076944 | - UMSP1 | 1995
brevicau Chalchijapa 44 94.59916667 | 16
da
MZFC-M | C. OoX Rumbo a 17.076944 | - UMSP1 | 1995
brevicau Chalchijapa 44 94.59916667 | 09
da
MZFC-M | C. OoX Rumbo a 17.076944 | - UMSP3 | 1995
brevicau Chalchijapa 44 94.59916667 | 12
da
MZFC-M | C. OoX Rumbo a 17.076944 | - UMSP3 [ 1995
brevicau Chalchijapa 44 94.59916667 | 29
da
MZFC-M | C. OoX San Isidro. La 17.103611 | -94.1225 UMSPO | 1995
brevicau Gringa 11 25
da
MZFC-M | C. OoX San Isidro. La 17.103611 | -94.1225 UMSP1 | 1995
brevicau Gringa 11 92
da
MZFC-M | C. OoX San Isidro. La 17.103611 | -94.1225 UMSP3 | 1995
brevicau Gringa 11 48
da
MZFC-M | C. OoX San Isidro. La 17.103611 | -94.1225 UMSP3 | 1995
brevicau Gringa 11 49
da
ECO- C. QR 1.5 km Oeste, | 18.229166 | -88.0741667 | 5410 1993
SC-M sowelli 6 km Norte, 67
Tres Garantias,
El Naranjal

33



ECO- C. QR 25kmN 18.55444 -86.97667 6243 1998
SC-M sowelli Calderitas
ECO- C. QR Botadero San 18.60922 -86.0741667 | 6040 1997
SC-M sowelli Pastor
MZFC-M | C. QR La Unién, 7 km | 17.952222 | - 206HR | 1992
brevicau N 22 88.88222222 | P
da
ECO- C. QR Puente, km 18.766833 | - 6536 2001
SC-M sowelli 13.7 carretera 88.39813889
caseta de
migracion de
Bacalar-
Reforma
ECO- C. QR Puente, km 18.766833 | - 6554 2001
SC-M sowelli 13.7 carretera 88.39813889
caseta de
migracion de
Bacalar-
Reforma
ECO- C. QR Rancho Santa | 18.786222 | -88.2375 6572 2001
SC-M sowelli Lucia Il a 8 km
sureste del
poblado La
Laguna
MZFC-M | C. VR Ignacio 19.850083 | - MRMO6 | 2010
sowelli Zaragoza 33 96.96327778 | 1
MZFC-M | C. VR Ignacio 19.850083 | - MRMO06 | 2010
sowelli Zaragoza 33 96.96327778 | 2
MZFC-M | C. VR Ignacio 19.982027 | - MRMO06 | 2010
sowelli Zaragoza 78 96.96111111 | 9
MZFC-M | C. VR Ignacio 19.982027 | - MRMO7 | 2010
sowelli Zaragoza 78 96.96111111 | 8
MZFC-M | C. VR Villa Nueva 19.77025 - MRM16 | 2010
sowelli 96.86291667 | 5
MZFC-M | C. VR San Felipe 20.009305 |-96.91725 MRM20 | 2011
sowelli Cerro 56 3
Quebrado |
MZFC-M | C. VR Pueblo Viejo 19.8175 - MRM21 | 2011
sowelli 96.86922222 | 8
MZFC-M | C. VR Aticpac 18.652 - AZV59 | 2015
sowelli 96.88863889
MZFC-M | C. VR Boqueron 18.602555 | -96.86875 AZV79 | 2015
sowelli 6
MZFC-M | C. VR Ahuetepec 18.665833 | - AZV121 | 2015
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sowelli 3 97.02308333

MZFC-M | C. VR Ahuetepec 18.651583 | - AZV136 | 2015
sowelli 3 97.02308333

MZFC-M | C. VR Coxole 18.652 -96.96525 AZV183 | 2015
sowelli

MZFC-M | C. VR Coxole 18.652 -96.96525 AZV197 | 2015
sowelli

MZFC-M | C. YU Rancho 20.00728 -89.02743 GHC61 | 2016
sowelli Hobonil 9

Apéndice C. Secuencias obtenidas del Genbank, corresponde a la region del citocromo b

(1140 pb).

Taxon

Pais

Estado,
localidad, etc.

Numero de
acceso

Abreviatura

Carollia sowelli

Costa Rica

Limon, Estacion
Biolégica Cano
Palma

AF511973.1

Cso_Costa RIca

Carollia sowelli

Costa Rica

Tortuga Lodge

AF511972.1

Cso_Costa Rlca

Carollia sowelli

Panama

Chiriqui, Ojo de
Agua

AF511971.1

Cso_Panama

Carollia sowelli

Honduras

Comayagua,
Cueva de
Taulabe

AF511970.1

Cso_Honduras

Carollia sowelli

Honduras

Comayagua,
Cueva de
Taulabe

AF511969.1

Cso_Honduras

Carollia sowelli

Honduras

Francisco
Morazan,
Parque
Nacional La
Tigra

AF511968.1

Cso_Honduras

Carollia sowelli

Honduras

Francisco
Morazan,
Parque
Nacional La
Tigra

AF511967.1

Cso_Honduras

Carollia sowelli

Honduras

Francisco
Morazan,

AF511966.1

Cso_Honduras
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Parque

Nacional La
Tigra
Carollia sowelli | Guatemala Poptun AF511965.1 Cso_Guatemala
Carollia sowelli | México Chiapas, Agua | AF511964.1 Cso_Chiapas
Azul
Carollia sowelli | México Tabasco, AF511963.1 Cso_Tabasco
Jonuta
Carollia sowelli | Guatemala Poptum AF511962.1 Cso_Guatemala
Carollia sowelli | México Quintana Roo, AF511961.1 Cso_Quintana
Laguna Noh- Roo
Bec
Carollia subrufa | México Jalisco, AF187023.1 Carollia_subrufa
Chamela
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