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Indagaciones en torno del murciélago



Los murciélagos no saben una palabra de su prestigio literario.

Con respecto a la sangre, les gusta la indefensa de las vacas, utiles
sefloronas incapaces de hacer un collar de ajos, blandir un crucifijo
que los aterre o clavarles una estaca en el pecho.

A la burla sangrienta, al beso impuro (transmisor de la rabia y el
derren-—

gue, capaz de aniquilar al matriarcado) oponen sdélo un coletazo que
Ya no asusta ni siquiera a los tébanos.

En venganza, los duefios del ganado se divierten crucificando al bebe-
dor como si fuera una hurafa mariposa excesiva.

El murciélago acepta su martirio y sacraliza el acto de fumar el ciga-
rrillo que cuelgan de su hocico. En vano trata de hacer creer a los
Torturadores que han mojado sus labios con vinagre.

0i opinar con suficiencia que el murciélago es un ratdén alado, un
deforme, un mosquito aberrante, como aquellas hormiguitas un poco
anémalas que se echan a volar anunciando la lluvia.

Algo sé de vampiros, aunque ignoro todo lo referente a los murcié-
lagos. (La pereza me impide comprobar su renombre en cualquier
diccionario.)

prefiero imaginarlo como un reptil neolitico hechizado , detenido en el
transito de las escamas al plumaje, en su ya inutil voluntad de con-
vertirse en ave.

Por supuesto es un angel caido. Ha prestado sus alas y su traje (de
car-
naval) a todos los demonios.

Odia al sol. La melancolia es el rasgo que define su espiritu.

Arracimado habita las cavernas (rumor rasante de su vuelo en tinie-
blas). Conoce los deleites e infiernos de ser un monstruo andnimo
en la masa.

Sufre del mal llamado por los tedlogos acidia- tanto ocio engendra
Hasta el nihilismo- y gasta sus mahanas meditando en la profunda
Vacuidad del mundo, espumando su cdélera, su rabia ante lo que
Hemos hecho de su especie.

Ermitafio perpetuo, vive y muere de pie y hace de cada cueva su Te-
baida.

Asi, lo confinamos en el mal porque comparte la fealdad viscosa, el
egoismo y vampirismo humanos. Recuerda nuestro origen caverna-—

rio y tiene una espantosa sed de sangre.

No quiere ver la luz: sabe que un dia hard arder en cenizas la caverna.

José Emilio Pacheco
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Resumen

Leptonycteris curasoae es un murciélago migratorio que presenta una importante relacion
de polinizacién con cactaceas columnares y plantas del género Agave. Tiene dos
subespecies L. c. yerbabuenae (parte sur de Norteamérica) y L. c. curasoae (parte norte de
Suramérica). L. c. yerbabuenae se distribuye en México y el suroeste de los EUA. Se han
reportado poblaciones en el centro-sur de México que pudieran ser residentes y que
presentan migraciones locales. La nomenclatura y descripcion de esta especie no es clara,
debido principalmente a su identificacion en campo y la designacién de subespecies
corresponden a fenotipos muy similares pero geograficamente separados en América. Para
determinar las relaciones genéticas entre las poblaciones migratorias del norte y las
migratorias locales se realizd0 un estudio genético y se analizd la relacién entre las
subespecies de Leptonycteris curasoae. Primero se determind la relacion genética presente
entre 6 poblaciones mexicanas de L. c. yerbabuenae utilizando la técnica de RAPD. Los
resultados indicaron la existencia de dos grupos genéticamente diferentes, divididos en dos
zonas geograficas (norte-oeste y centro-sur). Estas diferencias se deben principalmente a un
patrén de aislamiento por distancia, es decir no hay intercambio genético entre los grupos
definidos.

En la segunda parte del trabajo, se utiliz6 la técnica de secuenciacion del mtDNA. Se
muestrearon 10 localidades en México, incluyendo las secuencias reportadas en la literatura
para Norteamérica y las secuencias reportadas en el GeneBank para Suramérica. Los
resultados sugieren la existencia de tres unidades evolutivas independientes L. c.
yerbabuenae, L. c. curasoae y L. nivalis. La prueba de AMOVA y Mantel sugieren que
actualmente entre las subespecies no existe entrecruzamiento de tal forma que cada una de

ellas pudiera ser elevada al rango taxondmico de especie L. yerbabuenae y L. curasoae.



Abstract

Leptonycteris curasoae is a migratory bat species that presents an important pollination
relationship with columnar cacti and plants of the genus Agave. It has two recognized
subspecies L. c. yerbabuenae (southern part of North America) and L. c. curasoae (northern
part of South America). L. c. yerbabuenae can be found through México and the southeast
of the United States of America. There are reports of resident populations of these bats in
the south-central region of Mexico. This population migrates seasonally on a local scale.
The nomenclature and description of this species of bat has not been completely clarified,
mostly because of field misidentification and to the description of subspecies that
correspond to very similar phenotypes. They have an allopatric distribution; therefore they
are separated in the American continent. To determine the genetic relationships between the
northern migratory populations and the populations that migrate locally a genetic study was
conducted. This study was divided in two parts. In the first part was determined the genetic
relationship between 6 Mexican populations of L. c. yerbabuenae using the RAPD
technique. The results indicate the existence of genetically different groups of populations
(north-west and south-central). The differences found were due to an effect of isolation by
distance. This suggests that there are no genetic interchanges between these groups. The
second part of this work was performed with the mtDNA sequencing technique. The
sampling in Mexico included four localities more (10 in total); including the sequences
reported in the literature for North America and the sequences reported on the GeneBank
for South America. The results suggest that there are three independent evolutive units L. c.
yerbabuenae, L. c. curasoae y L. nivalis. AMOVA and Mantel tests suggest that there is no

genetic flux between them. L. yerbabuenae and L. curasoae can be considered as species.



I. CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

I. 1 INTRODUCCION

Leptonycteris curasoae (Phyllostomidae; Glossophaginae) es una especie de murciélago
nectarivoro que presenta una amplia distribucién en el continente Americano,
especialmente en zonas de clima arido y semiarido. Se puede localizar desde el nivel del
mar hasta los 1700 msnm, aunque en algunos sitios se ha encontrado a una altitud de 2400
msnm (Arita, 1991; Arita, 2005; Cockrum, 1991). La distribucién de L. curasoae es
disyunta. En el hemisferio Norte se localiza desde el sudoeste de los Estados Unidos, hasta
el Salvador. En Sudamérica se ha reportado hacia el norte de Colombia, Venezuela y
Curazao. En México se encuentra en habitats tropicales y subtropicales secos por toda la
vertiente del Pacifico desde Sonora hasta Chiapas, incluyendo la depresién del rio Balsas.
En la vertiente del Golfo de México se distribuye desde el sur de Tamaulipas hasta el sur de
Veracruz. También se le puede encontrar en algunas localidades de la altiplanicie mexicana
(Arita, 1991; Arita, 2005; Cockrum, 1991).

Esta especie de murciélago es de tamafio mediano con rostro alargado, orejas pequefias y
hoja nasal reducida. Presenta pelaje dorsal corto y aspero con coloracién café claro. Su
uropatagio esta reducido a una membrana angosta sin fleco de pelos en el borde. Tiene ojos
grandes y no presenta cola visible. ElI género Leptonycteris tiene dos especies y una
subespecie en Norteamérica L. curasoae (yerbabuenae) y L. nivalis, y una subespecie en
Suramérica L. c. curasoae. En Norteamérica L. c. yerbabuenae se puede distinguir de L.
nivalis porque sus alas son generalmente mas pequefias al igual que la tercer falange del
tercer dedo, asi mismo la coloracion de L. nivalis es grisicea y su uropatagio presenta un
fleco de pelos que se extiende mas alla de su borde (Arita, 1991; Arita, 2005). Las medidas
externas de L. curasoae son: largo total (69-84 mm); largo de pata (13-17 mm); largo de
antebrazo (51-56 mm) (Medellin et al., 1997). Su lengua se encuentra recubierta por papilas
gustativas en forma de pelos invertidos que le ayudan a absorber el néctar de las flores

como si fueran tubos capilares. Esta alimentacion la realiza insertando su hocico dentro de



las flores y sosteniéndose con sus patas traseras 0 manteniendo el vuelo como si fuera un
colibri (Gardner, 1977).

Su importancia ecoldgica radica en los mutualismos de polinizacion y dispersion que
mantiene con un gran ndmero de especies de cactus columnares (tribu Pachycereeae)
(Valiente-Banuet et al., 1996) asi como con muchas otras plantas pertenecientes a familias
con sindrome quiropteréfilo por ejemplo: Agavaceae: Agave applantata, A. colorata, A.
salmiana; Bignonaceae: Crescentia alata; Bombacaceae: Ceiba pentandra, C. aesculifolia,
C. grandiflora (Howell y Roth, 1981; Stoner et al., 2003), Cactaceae: Carnegia gigantea,
Neobuxbamia tetetzo, N. macrocephala, N. mezcalaensis, Mitrocereus fulviceps, P.
hollianus, Stenocereus griseus, S. chrysocarpus, S. gumosus, S. stellatus, a lo largo de su
distribucion (Alvarez y Gonzalez, 1970; Arita, 1991; Arizmendi et al., 2002; Howell y
Roth, 1981; Rojas-Martinez et al., 2004; Valiente-Banuet et al., 1996). Ocasionalmente se
alimenta de insectos que pudieran encontrarse dentro de las flores cuando se alimenta del

néctar y polen (Gardner, 1977).

Siendo el polinizador principal de especies de valor econdmico para el hombre, se hace
clara la necesidad de implementar su proteccién (Casas et al., 1999a; Casas et al., 1999b;
Cervantes, 2002; Reyes et al., 2004). Asi mismo, al formar parte de un sistema de
mutualismos altamente especializados, donde los integrantes de este sistema forma parte
importante para la reproduccion por medio de la polinizacion de las plantas de las que
dependen estos murciélagos, asi como para la alimentacion que obtienen los mismos, queda
patente la importancia que esta especie de murciélago presenta en los sistemas de
polinizacién de varias especies de cactus columnares, asi como su importancia en los
sistemas de zonas aridas y semiaridas (Valiente-Banuet, 2002). L. curasoae se encuentra en
los listados de proteccion y conservacion de la fauna silvestre (NOM-ECOL-059-2000)
debido a que se ha visto una disminucion en sus poblaciones en el norte de su distribucion
(Howell y Roth, 1981).

Investigaciones recientes se han enfocado a estudiar la biologia de la especie para de esta

forma dar recomendaciones pertinentes para su conservacion. Sin embargo, la biologia de



L. curasoae ha girado completamente alrededor de la migracion latitudinal (Arita, 1991,
Barbour y Davis, 1969; Cockrum, 1991; Fleming et al., 1993; Howell, 1979; Koopman,
1981; Valiente-Banuet et al., 1996).

La migracion puede definirse como los movimientos realizados por una especie desde sus
sitios de residencia invernal hasta sitios de apareamiento y crianza de primavera (del Hoyo
et al., 1992; Dingle, 1996; Fleming y Eby, 2003). En murciélagos se ha observado que las
hembras migran a mayores distancias que los machos (Fleming y Eby, 2003).

Sin embargo, no todos los movimientos realizados por una especie son migraciones
verdaderas (Neuweiler, 2000), ya que algunos movimientos comprenden Unicamente a
algunos individuos como los juveniles que se dispersan en cuanto tienen capacidad para
ello, o la dispersion de los adultos después de la época de crianza (del Hoyo et al., 1992;
Fleming y Eby, 2003); autores como Fleming y Eby, (2003) no consideran los movimientos
cortos (<50km) como migratorios. De acuerdo con Neuweiler, (2000) las migraciones
también pueden comprender movimientos cortos o de larga distancia los cuales son
regulares y predecibles, a los movimientos cortos los denomina como migraciones locales

las cuales ha visto pueden realizarse en radios de 70 a 80 km.

La definicion de migracién con la cual se ha estudiado a L. curasoae en Norteamérica
(Alvarez y Gonzélez, 1970; Fleming et al., 1993; Howell, 1979), corresponde a una
migracion latitudinal, la cual se define como los movimientos que realiza una especie desde
las regiones tropicales de alimentacion invernal donde se aparean, hacia las regiones
subtropicales donde paren a sus crias (Dingle, 1996), esto implica que la especie se
encuentra todo el tiempo en condiciones dptimas de clima y alimentaciéon. Estos

movimientos forman parte de la historia de vida de la especie.

Tomando en cuenta que algunas poblaciones de la especie migran de su zona de
distribucion en el noroeste de México y sudoeste de los Estados Unidos durante otofio e
invierno y considerando su dependencia alimenticia al polen y néctar (Howell, 1979;
Alvarez y Gonzélez, 1970; Fleming et al., 1993); Fleming et al. (1993) y Wilkinson y

Fleming (1996) han propuesto dos posibles rutas de migracion que podrian seguir dichas



poblaciones de la especie para escapar de las severas condiciones climaticas invernales que
se presentan en el norte, asi como a la escasez de recursos florales de los cuales dependen
para su alimentacion (Howell y Roth, 1981; Alvarez y Gonzélez, 1970; Arita, 1991;
Valiente-Banuet et al., 1996). Una de las rutas es a lo largo de la costa oeste de México por
la parte del Pacifico y la otra es por la parte baja de la Sierra Madre Occidental. De esta
forma se propone la existencia de una migracion generalizada de las poblaciones de L.
curasoae de la parte norte de su distribucion (Wilkinson y Fleming, 1996) que consiste en
movimientos latitudinales desde el norte de su distribucién llegando hasta el centro sur de

esta, siguiendo corredores de floracion de las especies de las cuales se alimentan.

En contraposicion, se ha observado que la escasez estacional de flores no se presenta en
Baja California y las condiciones climaticas son estacionalmente estables para la
sobrevivencia de la especie, por lo que L. curasoae se ha propuesto como residente en esta
zona (Woloszyn y Woloszyn, 1982). Ademas, los trabajos realizados por Rojas-Martinez et
al. (1999) y Valiente-Banuet et al. (1996) sugieren la existencia dos poblaciones distintas
de la especie: una residente en el tropico mexicano alimentandose de los recursos presentes
en esta zona a lo largo del afio y otra migratoria, la cual realiza movimientos latitudinales
desde el sudoeste de los E. U. A. a algun lugar del centro de México durante otofio e
invierno en busca de recursos y de mejores condiciones climaticas.

Sin embargo, la hipotesis que Rojas-Martinez et al. (1999) y Valiente-Banuet et al. (1996)
proponen implica una direccion especifica de los movimientos migratorios (norte-sur,
tropico-subtrdpico) y no consideran la migracion en el sentido de Del Hoyo et al. (1992) y

Dingle (1996), donde la migracion no depende de la direccion de los movimientos.

Rojas-Martinez et al. (1999) reporta haber encontrado dos periodos reproductivos al afio en
la zona centro (tropico) de la distribucion de L. curasoae, uno durante el periodo invierno a
primavera y otro durante el verano. Asi los inmigrantes invernales nortefios podrian
aparearse con los individuos que considera como residentes de la parte centro-sur de
México, habiendo un intercambio genético entre las poblaciones. En Chamela se reporta un

patrén reproductivo similar al descrito por Rojas-Martinez et al. (1999) donde L. curasoae



presenta dos periodos de apareamiento durante los periodos de diciembre a marzo y otro de
julio a septiembre (Ceballos et al., 1997; Stoner et al., 2003).

Galindo et al. (2004) presentan datos sobre la existencia de una poblacion residente de L.
curasoae en la cueva de Tzinacanostoc, Guerrero. Sus resultados indican que la poblacion
completa su ciclo vital en dicha localidad, concordando con la posibilidad de la existencia
de poblaciones residentes en la parte del tropico mexicano. Sin embargo, también sus datos
sugieren que la poblacion estudiada de L. curasoae s6lo presenta un periodo reproductivo al
afio durante los meses de agosto a octubre y no dos como han propuesto Rojas-Martinez et
al. (1999) y Stoner et al. (2003).

Tellez (2001) por su parte sugiere que L. curasoae presenta dos patrones migratorios, uno
que comprende a las poblaciones que tienen a sus crias durante primavera y que migran
entre el tropico de México (al menos tan al sur como la region de Chamela) y hacia el norte
al desierto de Sonora. El segundo en el cual las poblaciones que se encuentran durante
primavera y verano en los desiertos de la zona central de México se mueven durante otofio
e invierno hacia el bosque seco en la parte central de México, probablemente hacia el valle

de Tehuacan.

Considerando que algunas poblaciones de L. curasoae son migratorias y que viajan desde
la zona norte-oeste de su distribucién hasta la zona centro-sur (Fleming et al., 1993;
Wilkinson y Fleming, 1996), pudiera presentarse un intercambio reproductivo con las
poblaciones que algunos autores consideran residentes de la parte centro-sur (Galindo et al.,
2004; Rojas-Martinez et al., 1999).

De igual forma la especie en Norteamérica ha sufrido varios cambios de nomenclatura lo
cual ha dificultado en cierta medida el analisis de su biologia (Arita y Humphrey, 1988;
Davis y Carter, 1962; Simons y Wetterer, 2002). En el trabajo realizado por Arita y
Humphrey (1988) se sugiere que la especie L. curasoae tiene dos subespecies, una para
Norteamérica (L. c. yerbabuenae) y otra para Suramérica (L. c. curasoae). Wilkinson y

Fleming (1996) utilizando técnicas de biologia molecular encuentran diferencias entre



muestras analizadas de las dos subespecies, aunque mantienen la misma nomenclatura.
Posteriomente, Simons y Wetterer (2002) consideran a estas dos subespecies como especies
diferentes. De igual forma Cole y Wilson (2006) en una publicacidn reciente presentan a la
subespecie L. c. yerbabuenae como L. yerbabuenae considerandose asi como una especie

diferente de L. curasoae.

El presente trabajo se enfocO en estudiar las relaciones resultantes entre las diferentes
poblaciones estudiadas del murciélago L. curasoae a lo largo de su rango de distribucion en
México a partir de la hipotesis migratoria latitudinal propuesta hasta el momento. Para ello
se aplicaron las técnicas moleculares de RAPD y mtDNA, con el fin de complementar los
estudios convencionales tales como la técnica de captura y recaptura de ejemplares que se
han llevado a cabo durante estudios previos de esta especie y también poder aportar

informacion complementaria a los estudios taxonémicos realizados.

I. IV DESCRIPCION DE LAS ZONAS DE ESTUDIO

Se visitaron un total de 10 sitios para la toma de muestras localizadas dentro del rango de
distribucion de L. curasoae en México durante los periodos de primavera y verano del 2001
al 2004. También se recibié en donacion una muestra de sangre de L. curasoae
proporcionada por el Dr. Luis Gerardo Herrera Montalvo de una cueva en la comunidad de
Tilapa Veracruz, a los (18°48" N y a 97°06" O). A continuacion se describen las

caracteristicas particulares de los sitios visitados.

Oaxaca-Puebla (Nochixtlan): Se visité una cueva localizada hacia la parte centro-sur de
México en el Valle de Tehuacan entre los 18°05" de latitud norte y los 97°37" de longitud
oeste a una altitud de 1978 msnm. Es una region semiarida localizada en la frontera sureste
de Puebla y la frontera noreste de Oaxaca. La vegetacion predominante es matorral xeréfilo
(Rzedowski, 1978) y presenta un promedio anual de lluvia de 495 mm y una temperatura
promedio de 21° C. La presencia de la especie se reporta como anual (Rojas-Martinez et al.,
1999; Rojas-Martinez, 2001). Se colectaron muestras el 28 y 29 de abril, 2001.



Hidalgo (Xoxafi): La cueva se encuentra situada a 6 km N de Lagunillas entre los 20°29
de latitud norte y los 99°38" de longitud oeste con una altitud de 2000 msnm. La
temperatura promedio es de 20° C, dentro de la cueva es de 24° C, la vegetacion es de tipo
chaparral o mexical (Rzedowski, 1978), donde se ha registrado a la especie de febrero a

septiembre (Alvarez et al., 1999). Se colectaron muestras el 19 de mayo, 2001.

Morelos (Ticuman): Cueva situada a 4 km noroeste de Xochimacas entre los 18°46" de
latitud norte y los 98°55" de longitud oeste, con una altura de 1300 msnm. Presenta una
temperatura promedio de 25.5° C y dentro de la cueva de 23.5° C, se encuentra rodeada por
vegetacion de selva baja caducifolia, con una precipitacion anual de 1420 mm y con una
presencia anual de la especie (Alvarez et al., 1998; Alvarez et al., 1999). Se colectaron

muestras el 24 de marzo, 2001.

Jalisco (Chamela): La toma de muestras se realizo en Isla Pajarera, localizada en la Bahia
de Chamela Jalisco a 19°32" de latitud norte y 105°07" de longitud oeste, a una elevacién de
150 msnm. La isla se encuentra cerca de una cueva localizada en la Isla Don Panchito
aproximadamente a 500 m de distancia. La temperatura promedio es de 24.9° C, con una
promedio anual de lluvia de 748 mm. Se ha registrado la presencia anual de la especie
(Stoner et al., 2003). La vegetacion presente se compone por bosque tropical deciduo
(Bullock y Solis-Magallanes, 1990; Rojas-Martinez et al., 1999; Rojas-Martinez, 2001). Se

colectaron muestras el 26 al 31 de marzo, 2002.

Sonora (Bahia Kino): Cueva de Bahia Kino, se encuentra localizada en las afueras del
pueblo de Bahia Kino a 28°53" de latitud norte y 142°00" de longitud oeste, presenta una
temperatura promedio de 25° C. La precipitacion es de 200 mm anuales, presentandose la
mayor parte de la precipitacion de julio a septiembre. La vegetacion presente se compone
por matorral xerofilo. Aqui se ha observado a la especie de abril a junio (Rojas-Martinez, et

al., 1999; Rojas-Martinez, 2001). Se colectaron muestras el 26 de junio, 2002.

Baja California (Las Cuevas): Localizada entre los 23°31" de latitud norte y los 109°37"

de longitud oeste con una altura de 100 msnm. La temperatura media anual es de 20° C.



Presenta una precipitacion anual de 400 mm. La vegetacion presente se compone por
matorral xerofilo, la presencia de la especie es anual (Woloszyn y Woloszyn, 1982). Se

colectaron muestras el 6 de julio, 2002.

Tamaulipas (Tula): Este sitio se encuentra ubicado entre los 22°59” de latitud norte y los
99°43" de longitud oeste con una altura de 1047 msnm, con clima semi-calido y una
temperatura promedio de 18° C. La precipitacion media anual es de 400 mm. La vegetacion
corresponde a un matorral xeréfilo formado por basaltos de edad reciente. No se ha
reportado el estatus de la especie en esta zona. Se colectaron muestras del 16 al 17 de
mayo, 2003.

Guanajuato (El Copudo): Esta cueva se encuentra localizada entre los 21°08 de latitud
norte y los 100°04" de longitud oeste con una altura de 1876 msnm. La temperatura media
anual es de 19° C. Presenta una precipitacion media anual de 540 mm. La vegetacion
presente se compone por matorral crasicaule, la presencia de la especie se relaciona a la
floracion de las especies quiropteréfilas, determinandose como biestacional (Castillo,

2003). Se colectaron muestras el 4 al 7 de noviembre, 2001.

Chiapas (Los Laguitos): Esta cueva se encuentra localizada entre los 16°47" de latitud
oeste y entre los 93°09” de longitud oeste a una altura de 730 msnm. La cueva se encuentra
en los limites de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez. La vegetacion presente se compone por

selva baja caducifolia (Téllez, 2001). Se colectaron muestras el 4 de septiembre, 2003.



. V OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genéticamente las poblaciones de Leptonycteris curasoae para
determinar el grado de diversidad (polimorfismos) que presentan, asi como los

niveles de aislamiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

Por medio de los marcadores tipo RAPD determinar los polimorfismos a nivel del
DNA, el flujo génico, tamafio efectivo de la poblacion y diversidad genética.
Estimar mediante los indices de diversidad genética la extension del movimiento de
las poblaciones del norte y las posibles rutas de migracion.

Obtener la secuencia de una regién del DNA mitocondrial de los individuos
muestreados para determinar haplotipos y compararlos con los reportados.
Determinar la relacion existente entre las poblaciones de L. curasoae yerbabuenae y
L. c. curasoae.

Determinar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones localizadas hacia la

parte oriental y poblaciones de la parte occidental de la Sierra Madre.



l. VI HIPOTESIS

Leptonycteris curasoae es un murciélago nectarivoro migratorio que presenta una
distribucion disyunta en el Continente Americano. Su area de distribucion comienza en el
suroeste de los E. U. A. hasta el Salvador desapareciendo en Centroamérica y
reapareciendo en el norte de Venezuela, Colombia y algunas lIslas del Caribe. Se ha
propuesto que en México existen al menos dos grupos poblacionales distintos de L.
curasoae que presentan diferentes patrones de conducta, el grupo poblacional nortefio que
migra de norte a sur, mientras que el grupo poblacional tropical migra de forma local. Estas
dos grupos poblaciones podrian estar aisladas o presentar sobrelapamientos que impliquen
flujo génico. Mientras que el grupo poblacional que esta en Venezuela es completamente
alopatrica. Si existe un aislamiento reproductivo entre las poblaciones deberiamos
encontrar niveles bajos de flujo génico entre ellas, y altos niveles de estructuracion

genética.
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Al tract

We examined the genetic relatedness of six populations of Lepionycieris curasoae in Mexico using
random amplified polymor phic DNA (RAPD). L. cwrasoas is 2 migratory bat species that pollinates
columnar cadi in north-western Mexico, southern Arizona, and south-western New Mexico but may
have non-migratory populations in Mexico., We collected 137 samples from six sites: two in north,
one in the west, and three in south-central Mexico. The RAPD banding pattern of the bats from each
site were used o caleulaie the proportion of polvmorphic loci. The average of polyvmorphic bands for
the south-central population was 65% and for the north-west population was 53%, . AMOVA was
used o obtain the variance between { F4 = 60.84%:) and within sites { FB = 319.16%, ), meaning that
the greater variation is contained among sites and lesser varation inside them. The correlation
betwesn geographic and genetic distances was analyeed with a Mantel non-parametric est {r = 0,72),
sugeesting a siruciured population for this species. Our resalis indicate the presence of two well
differentiated populations of L curasoae, one in south-central M exico and the other along the Pacdific
ocoast ranging from northern Mexico, including Baja California, Sonora, and Jaliseo.
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1. Introduction

The tropical long-nosed bat Leptomyereris curasoae Martinez and Villa (Phyllostomidae;
Glossophaginae) is considered an endangered species (USFWS, 1986; SEDESOL, 1994,
SEMARMNAT, 2000). L. curasoae is highly specialized in feeding on floral resources in arid
and semi-arid environments of North America (Alvarez and Gongzalez, 1970) and is
considered as the most important pollinator of columnar cacti (tribe Pachycereeae) as well
as plants of the genus Agare in North America (YValiente-Banuet et al., 1996a, b, 19974, b).

This bat has been considered as a generalized latitudinal migrant, moving from Mexico
to the south-west United States during spring where large maternity colonies are formed,
and moving south to Mexico in the summer (Barbour and Davis, 1969 Howell, 197%;
Koopman, 1981; Anta, 1991; Cockrum, 1991; Fleming et al., 1993). Fleming et al. (1993)
and Wilkinson and Fleming ( 1996) proposed two possible migration routes: either along
the Pacific coast ranging from Guerrero to the southwest United States, or inland from
Chiapas to the south-west United States. In contrast, considering the continuous
availability of flowers and fruits in this area Woloszyn and Woloszyn (1982) proposed
that at latitudes around 24°N in Baja California, L. curasoae is a vear-round resident.
Recently, Rojas-Martinez et al. (1999) analyzed 94 vears of capture records of North
American mammal collections (N = 1881) and proposed that the latitudinal migration of
L. curasoge appears to occur only at its northern range of distdbution at latitude near
30°M, where feeding resources of this bat are not produced throughout the vear. In tropical
areas below 23°N only short distance elevation migrations can be documented. Rojas-
Martinez et al. (1999) suggest, that the residence of this nectar-feeding bat at latitude
around 18 can be associated with the availability of Aoral resources throughout the vear.

This bat forms large matemity colonies in south-western USA during spring ( Barbour
and Davis, 1969; Howell, 1979; Koopman, 1981; Cockrum, 1991; Fleming et al.. 1993). In
Chamela it has been reported that this species has two reproductive bouts per vear, one
from December to March and another form July to September where females have their
offsprings (Stoner et al., 2003). For the same locality Ceballos et al. (1997) reported
breeding activity but not births, concluding that females reproduce in Chamela and then
migrate north to give birth at the maternity roost found in south-western TISA. Stoner
et al. (2003) found very small juveniles at this cave during January indicating that at least
some of the females breeding here do not migrate, and also use the cave as maternity roost.
In central Mexico, Rojas-Martinez et al. (1999) reported a similar situation with two
reproductive bouts in a yvear, one during winter spring and another in the summer.

If a generalized migratory pattern occurs all along the distribution range of this nectar-
feeding bat (Barbour and Davis, 1969; Howell, 1979; Koopman, 1981; Arita, 1991;
Cockrum, 1991; Fleming et al., 1993), the northern population may have genetic
interchange with the bats inhabiting tropical locations (Ngm=1), assuming the
populations are large and maintain gene flow through reproductive contact today (as
stated by Fleming et al., 1993; Ceballos et al., 1997). Here we present a study to test this
hypothesis investigating the genetic diversity and the existence of a high number of
effective migrants between L. cwrasoae individuals captured at its northem range of
distribution in Mexico (Baja California and Sonora), with individuals captured within the
tropical area of west Mexico (Jalisco), and south-central México (Oaxaca-Puebla,
Morelos, and Hidalgo), wsing random amplified pobymorphic DNA (RAPD) (Phillips
et al., 1991; Black, 1993). If L. curaseae has a single migratory population as has been
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proposed by Fleming et al. (1%23) and Wilkinson and Fleming (1996), the species should
have a higher N.m value (which is defined as the effective number of migrants, Crow and
Aoki, 1984; Sork et al. 1999) between the south-central and northern sites. However if
northem individuals only migrate from south-western United States toward the tropical
deciduous forests of the Pacific coast of Mexico and a separate resident population
inhabits tropical areas of central Mexico, little or no gene flow should be found between
these populations (due to historical contact between populations). Finally, if the
population of Baja California Peninsula has no breeding contact with adjacent populations
in Sonora or even Jalisco, then there should be little or no gene flow between the Baja
Califomia Peninsula and the continent.

2. Materials and methods
21 Swudy sites

A total of six study sites located along the distribution range of L curasoae in Mexico
were visited for bat captures during the spring/summer period of 2001 and 2002 (Fig. 1,
Table 1).

Fig. 1. Location of samplad sites in México: @ Indicate sites sampled in the south-central region (Mochixtlan in
the limits of Oaxaca-Puchla, Ticuman/Morelos and Xoxafi/Hidalgo), # Indicates sites samplad in the north-
western region (ChamelaTalisco, Kino Bay/Sonora and Las Cuevas/Baja Califomia).
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Tahlz 1

MNumber of samples per study site, latitude and longitude, meters above sea level, wegetation, and mfeence

Population  State in N (13T Paosition Altitude® Vegetation Reference

samplad Mexico {masl)

Mochixtlin - Oaxaca 25 180N 1978 Arid tropical Rojas-Martinez et al.

scruh (1999), Bradowski

9TITW {_IWHJ

Komafi Hidalgo 2 3N 20 Evergrosn Alvarezr et al. (1999,

aclerophylows Rredowski (1978)
vegtation or

mexical
QIR )
Ticumén Morelos 19 18746 1300 Tropical Alvarez et al. 1998,
daciduous 1999
forest
GET55W
Chamela Talizco 21 19°32°N 150 Traopical Stoner et al. (2003),
daciduous Rojas et al. (1999)
forest
10507
Eino Bay Sonora 26 2SN 00 Arid tropical Rojas et al. {19949)
aeruh
111755
Las Cuevas  Baja 24 2373I'N 100 Arid tropical Woloszyn and
Califomia scrub Woloszyn (1982)
Bur
1049737

N = numhber of bats sampled in each site.
*m.asl. = meters above sea level.

2.2 Bampling and DN A extraction

We designed a scheme to collect samples of six sites, considering the migratory
hypothesis in which the population is panmictic and localities in which L curasoge is
only found in the northern part of its distribution during spring and summer and in the
south-central part during fall and winter. We visited one cave in the north (Kino Bay)
and one in the west (Chamela) during the spring-summer period of 2001. Since the
population of bats is present vear round in Baja California we visited the cave located in
Las Cuevas Baja California during the spring /summer period of 2001. To investigate the
hypothesis of some bat populations present vear round in the south-central part of their
distribution, we visited three caves during spring/summer of 2002 one in Oaxaca
(Nochixtlan), one in Hidalgo (Xoxafi), and one in Morelos (Ticuman). Considering
the evidence of different migratory corridors and that the continental population of
L. curaseae is migratory, we expected to find the roosting sites empty during spring/
summer in the south-central part of the distribution. However, this did not occur during
the course of this investigation.
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In each locality bats were captured using mist nets located either in the roosting cave
entrance or in the field around columnar cacti or agaves. A total of 137 individuals were
sampled (Table 1) by dissecting a small part of the interfemoral membrane according to
Wilkinson and Fleming (19%6). The sampled tissues were preserved in DMSO solution
according to Seutin et al. (1991), then transferred to the laboratory and kept at —70°C.
DNA was isolated from the interfemoral membrane using the DMNAeasy tissue kit from

Qiagen™
23 Amplification conditions

PCR amplification reaction was performed in 25 pl containing 0.37mM  of
MgCl,, 0.25x PCR Buffer, 02mM of each dNTPs, 2pM primer. | unit of
Tag Polymerase (GIBOD BRL), and 40-50 ng template DNA (Livinson and Taylor,
1992). In total, 24 prmers (Operon Technologies, Alameda CA) were assaved and
seven primers were fully standardized and selected for their ability to produce reproducible
RAPD markers (bands) A02 (¥TGCCGAGCTGY), AM (¥AATCGGGCTGI),
Bl10 (¥CTGCTGGGACSY), B17 (¥ AGGGAACGAGY), 113 (5 CCACACTACCS), 120
(Y AAGCGGCCTCY), El4 (3 TGCGGCTGAGS).

DNA amplification was performed wing a Perkin-Elmer GeneAmp PCR system 2400
(Morwalk, USA) according to the following program: 92°C for 1 min (denaturalization),
37°C for 1 min (hybrdization), 72°C for 2min (45 cycles), followed by a final extension of
72°C for Tmin.

24 Dara analysis

The PCR products were separated by electrophoresis on 1.2% agarose gels using a TBE
0.5 = buffer (Sambrook and Fritsch, 1989), visualized by ethidium bromide staining, and
the images digitalized. Only reproducible and consistent markers were scored for the
analysis (Pérez et al., 1998). Each band in the RAPD profile was considered as an
independent locus with two alleles and treated as DNA fingerprints (Allnutt et al., 1999).
The BAPD markers were scored as present (1) or absent (0). The resulting 1)0 matrix was
wed as input to a bootstrap procedure using the Phylip 3.5 software package (http://
evolution.genetics. washington.edu/phylip. html) (Seattle, WA, USA). Each of the 100
bootstrap replicates was created by randomly taking a single band or locus from the
original data set with replacement, and the resulting matrix has the same size as the
original data set. Genetic similarity was estimated according to MNei and Li (1979) using
DIST of the software package Phylip 3.5 (Felsenstein, 2004). The similarity matrices were
analyzed using unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA cluster
analysis) (Sneath and Sokal, 1973). A consensus tree was drawn wsing the Phylilp 3.5
(Uptmoor et al., 2003).

With the presence/absence matrix obtained from the RAPD markers a genetic distance
matrix was constructed using the MNei's unbiased distance (MNei and Li, 1979). The
geographic distance matrix was correlated with the penetic distance matrix wsing the
Mantel's non-parametric test (Manly, 1997) with the program TFPGA (http)/
hicweb.usu.edu/mpmbio/) (Logan, UT, TUSA).

The proportion of polyvmorphic loci () was calculated according to Hedrick (1983), and
deemed a locus polymorphic if the most common allele does not exceed 99% of the total
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population or if there is more than one allele. It was obtained by dividing the number of
polymorphic loci (x) among the total number of analyzed loci (v): P = x/n. To infer the
levels of the structure of the population, an AMOWVA test was used for each pair of
populations. AMOVA vielded an estimate of $sy of population structure (Excoffier et al .,
1992). This coefficient was used to estimate the effective number of migrants ( Neem) ( Crow
and Aoki, 1984; Sork et al., 1999), based on the relationship Py = 1 /(4N ma + 1), where
a = [n/{n— I‘j]z, and # is the number of sampled sites (Takahata, 1983; Takahata and Mei,
1984; Chakraborty and Leimar, 1987).

3. Resnlts

The individuals from south-central sites present an average polymorphism ranging from
0.61 to 0.68 (Table 2). The individuals from the western sites present a (.54 average
polymorphism, and those from the north sites range from 049 to (.35, These banding
patterns were consistent for all sampled individuals. From the banding pattern, we
obtained the percentage of polymorphic loci per sampling site. Comparing the values of
the polymorphisms it becomes clear that the western and northern sites have similar
polymorphic patterns, which are different from the ones in the south-central sites. This is
illustrated by comparing the average of the polymorphic bands for the south/central
population (0.65) to the average of the northwest population (0.53) (Table 2).

AMOVA was used to obtamn the variance between (F(4) = 60.84%) and within sites
(F(B) = 30.16%). Variance between sites was 60.84% and within sites was 39.16%,
meaning that the greater varnation is contained among sites and lesser variation inside
them, suggesting a structured population for this species. Furthermore, with the &gy =
0.608 (F(A) = 94992 (60.84% ) V(H) = 6.1152 (39.16%)) obtained from the AMOWA, an
estimate of the effective number of migrants was caleulated (Nom = 011 ) indicating a very
low value of genetic interchange among all populations.

We estimated the effective number of migrants between paired populations from the
data obtained in the AMOVA. Values of Ngm below 1 indicate low gene flow among
populations (Crow and Aocki, 1984; Sork et al., 1999). Between north-west and south-
central populations Nem is alwavs below 1 (Table 3). Ngn values above 1 can be found

Tahle 2
Polymorphisms per primer Found in the s samplad zites of L. seraseae in Mexico

Primer Mo. hands South-central Wiest Maorth

Ticuman Maochixtlan Hoxafi Chamela Kino Bay Las Cucvas

A2 0.80 0.50 0.50 060 060 0.90
Al 0.50 .60 0.50 .60 .60 0.60
ElD 0.44 077 0,66 1.00 .8 066
B17 0.80 .66 0.73 .46 .40 040
113 0.3% 046 .38 046 .53 .58
I20 0.70 .94 0.94 0.35 0.29 041
El4 066 1.00 100 .83 .50 043
Average (sites) 0.61* .68 .66 .54 049" 055"
Average (Pop.) 065 0.52

“FRepresent different valies acconding to a Student’s f-test.
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Tahle 3
Paired Ngwm betweoen sites (south-central sites: Ticuméan, MNochixtlan, and Xoxafi, west gite: Chamela and north
sites: Las Cuevas, and Kino Bay)

Ticuman Maoachixtlan HKoxafi Las Cuevas Kino Bay Chamela
Ticumdbn 0
Maochixtlan 1.T654 0
Hoxafi 1.HI84 36970 0
Las Cuevas 04192 0.3588 0.3629 [
Kino Bay 0.4754 04188 04281 1.7412 1]
Chamela 0.5494 04590 0.4736 L1836 24211 4]

when comparing north-western populations and also among the south central ones,
respectively.

A Mantel test was performed using the RAPD data and the geographic distances (r=
0.72) showing that the genetic distance among populations is correlated with the
geographical distance. The sampled sites at the south-central part of L curasoae
distribution { Nochixtlin/Oaxaca-Puebla, Ticuman-Morelos, and Xoxafi-Hidalgo) group
together apart from the other sites in the north (Kino Bay-Sonora and Las Cuevas-Baja
Califomia) and the west site (Chamela-JTalisco) (Fig. 2).

4. Discussion

It has been reported that northern populations of L. curasoge migrate during the winter
and fall (Barbour and Davis, 1969, Howell, 1979; Koopman, 1981; Arita, 1991; Cockrum,
1991; Fleming et al., 1993), moving south into south-central Mexico using the sequential
blooming of Chiropterophilous plant species (Arita, 1991; Fleming et al., 1993). Data
presented here indicate that the northern populations of L curgasese maintain a
considerable level of gene flow with Chamela population, but very little with the south-
central sites of Mexico. This can be caused by many factors that are not mutually
exclusive, including: (a) low number of migrants presently reach southern sites due to
higher availability of resources in the western nectar comridor (Rojas-M artinez et al., 2001);
(b) a large resident population in central Mexico compared to very little migrants [ Rojas-
Martinez et al., 1999); and (c) the resident population in Chamela that can move
southwards to central Mexico and northwards to southwestern USA that interbresds
(Stoner et al., 2003).

Our results indicate that there are two different populations of L. curasoae that seem to
be in the process of genetic differentiation. One is a resident population inhabiting central
Mexico (Rojas-Martinez et al., 1999), and another is a migrant population inhabiting
south-western United States (Fleming et al., 1993). Along the westem coast of Mexico, the
Chamela population is part residential showing altitudinal movements, and part migratory
reproducing in Chamela but giving birth in the north (Ceballos et al., 1997, Stoner et al.,
2003). Genetic data obtained in this study support this ecological hypothesis; howewver,
maore conclusive data are required to confirm this separation.

The presence of a differentiated population of L curaseae in south-central Mexico is
reinforced by additional evidence. A pattern of altitudinal mowvements of this bat
was inferred wsing recapture records of marked animals among different sites located in
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100

Fig. 2. UPGMA clustering of 137 individuak of L. curgsoge. Mumber in the first node indicates bootstrap
probahilities after 100 repeated samples: (1) north-western sites: Las Cuevas) Baja California, Kino Bay/ Sonora,
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south-central caves (Rojas-Martinez, 2001; Galindo et al., 2004), and reports using carbon
stable isotopes (Herrera, 1997).

The resident L.curasoae population of Baja Califomia reported by Woloszyn and
Woloszyn (1982) suggests a genetic exchange with the populations of Sonora and Jalisco.
This pattern supports a recent analysis of the genetic structure of the bat pollinated Agave
deserti, a species distributed in Sonora, Baja California and adjacent islands, which shows
high levels of gene flow between continental, island and peninsular populations (Navarro-
Quezada et al., 2003). A deserti gene flow can be correlated with the movements of the bats
at the northern population, allowing gene flow of the plants through pollination. This
result is also consistent with the behavior of commuting between islands and continent
(Tiburon I[sland and Kino Bay) to obtain resources reported by Horner et al. (1998).

The pattern described here can also be the result of the two different nectar corridors
used by L curasoge (Fleming et al., 1993; Wilkinson and Fleming, 1996) that have cawsed
differentiation between bat populations inhabiting westem Mexico and south-western
United States with those using inland deserts. Krebbs and Tibbits (2005) tracked one
tagged L. ewrasoae from south-western edge of Arzona to inland desert. which suggests
coastal-inland migrations. The extent of this migration has to be addressed before
conclusions can be made about the separation of the populations related to the separation
of nectar corridors.

The lower gene flow found between south-central and north-western populations can
have two explanations; either breeding contact is less frequent per se due to low migration
rates between inland populations, or differences in population size between central and
northem populations account for the low values in gene flow.

Petit et al. (1999) considered that when individuals cross an ecological barrier towards
less suitable habitats, the crossing might lead to lower survival rates and less reproductive
success. The data presented here supports the dictum that higher genetic variability are
sitnated in the areas with better ecological conditions for the species. In central Mexico,
nectar and pollen resources are available throughout the vear (Villasefior et al., 1990;
Valiente-Banuet et al., 1996a, b, 19974, 2002; Rojas-Martinez et al., 1999) while resources
are only seasonally available in the south-western United States. This resource availability
may lead to increased reproduction and population size, and consequently, higher levels of
genetic variability.

Polymorphisms presented in this study are intermediate if compared with others reports for
bats (MacCracken and Gassel, 1997) (0.41-0.14), and Rossiter et al. (2000) (1.000-0.833)).
The polymorphism levels depend on many factors including the ecological conditions of the
environment where the species are living or moving towards. However, as sample sizes are
different among the cited studies, this companson has to be taken with caution.

Onr findings highlight the existence of two different behaviors among the populations of
the nectar-feeding bat L curasoge, reflecting differences in the levels of gene flow among
them. Patterns of nectar feeding have shaped three different populations of L curasoge.
The population in central Mexico is mainly composed of resident individuals that move
locally over the vear. The Chamela population, consists of both residents that breed and
have their offspring in Chamela move locally along the vear in search of feeding resources,
and also migrants that breed in Chamela and have their offspring in northern Mexico.
Finally, the third population determined by nectar feeding patterns resides in the south-
western United States and north-western Mexico, giving birth locally and also presenting
seasonal latitudinal and altitudinal movements.
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We observed higher genetic variability in the central population than in the north-
western population, which may be the result of a large breeding population in a more
stable environment with larger reproductive outputs (Valiente- Banuet et al., 199%6a.b,
1997a, b; Petit et al., 19%9; Petit and Mayer, 2000). However, more detailed genetic studies
are needed to confirm the causes and results of this pattern.

Considerable conservation efforts have been already made mainly to preserve the nectar
corridors used by this species and their maternity roosts in the north of Mexico (Fleming
et al., 1993; Nabhan and Fleming, 1993). Taking into account both resident populations
and migrant populations, conservation efforts must include the protection of resident
roosts in the tropics as well as breeding and non-breeding roosts in all of L curaseae
distribution (Stoner et al., 2003).
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I11. CAPITULO 3. Diferenciacion genética en el
murciélago hocicudo menor Leptonycteris curasoae
(Chiroptera: Phyllostomidae).

Resumen

Leptonycteris curasoae es una especie de murciélago migratorio que poliniza algunas
especies de cactus y agaves. Se reconocen dos subespecies L. c. yerbabuenae que se
distribuye desde el suroeste de los E. U. A. hasta el Salvador y L. c. curasoae que se
distribuye en el norte de Colombia, Venezuela y algunas Islas del Caribe. Utilizando
secuencias de DNA mitocondrial (mtDNA) analizamos la relacion genética presente entre
las poblaciones de Suramérica y de Norteamérica, asi como la relacién entre las
poblaciones mexicanas, para clarificar la posicion taxondmica del grupo. De igual forma
analizamos la relacion que existe entre los grupos de L. c. yerbabuenae en México. Se
encontrd que L. c. yerbabuenae tiene 38 sitios polimorficos, mientras que L. c. curasoae
tiene 11 sitios polimorficos. Entre las poblaciones de Suramérica y de Norteamérica hay
una clara estructuracién genética significativa (Fsx = 0.750) con una relacion positiva al
aislamiento por distancia (r = 0.837 P = 0.00012). La prueba de AMOVA sugiere
estructuracion genética entre Norte y Suramérica (Va = 75.02%, Vb = 24.98%). Asimismo,
en México la especie presenta una estructuracion genética (Fs; = 0.078) con una correlacion
baja al asilamiento por distancia (r = 0.046, p = 0.0001). Sin embargo, el aislamiento por
distancia se evidencia ain mas al analizar los extremos de la distribucion (r = 0.728, P =
0.001). Los resultados sugieren la existencia de dos unidades evolutivas independientes, por
lo que se sugiere que ambas subespecies de L. curasoae sean consideradas como especies
distintas, L. yerbabuenae para el grupo correspondiente a Norteamérica y L. curasoae para
el grupo correspondiente a Suramérica. Para las poblaciones de México se encuentrd una
relacion de aislamiento por distancia, encontrandose dos grupos diferentes de esta especie
de murciélago, que se distribuyen a lo largo de México, llegando hasta el suroeste de los E.
u. A
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I11. | Introduccion

En América existen varias especies de murciélagos nectarivoros, los cuales pertenecen a la
familia de microquirdpteros Filostomidae. Esta familia es endémica de Américay es la mas
grande de entre los murciélagos, reconociéndose 49 generos y 140 especies (Wetterer et al.,
2000). Aproximadamente 18 especies de estos murciélagos se alimentan de cactus o sus
derivados (Simons y Wetterer, 2002).

Leptonycteris curasoae es una especie que se distribuye de manera disyunta desde el
suroeste de los Estados Unidos hasta el Salvador y hacia la parte norte de Colombia,
Venezuela y algunas Islas de Caribe como Curazao e Isla Margarita, sin que existan
registros en América central (Arita, 1991; Arita y Humphrey, 1988; Cockrum, 1991). Se
han reconocido dos subespecies distintas para esta especie: L. c. yerbabuenae (Martinez y
Villa, 1940) distribuido en la parte sur de Norteamérica y L. c. curasoae (Miller, 1900) que
se distribuye en la parte norte de Suramérica (Aritay Humphrey, 1988). En Norteamérica la
subespecie L. c. yerbabuenae se puede distinguir de L. nivalis (siendo esta la Unica otra
especie perteneciente al mismo género), porque presenta pelaje dorsal corto y aspero con
coloracion café claro. Su uropatagio esta reducido a una membrana angosta sin fleco de
pelos en el borde y sus alas son generalmente mas pequefias que las de L. nivalis, al igual
que la tercer falange del tercer dedo (Arita y Humphrey, 1988; Medellin et al., 1997). Davis
y Carter (1962) proponen que las dos subespecies pueden distinguirse principalmente por
diferencias a nivel craneal y de la denticion. L. c. curasoae presenta un mayor tamafio
craneal que L. c. yerbabuenae, ademas los dientes de L. c. curasoae presentan una
distribucion simétrica diferente a la distribucion en pares que presentan los dientes de L. c.

yerbabuenae (Davis y Carter, 1962).

En Norteamérica esta especie ha sido considerada como migratoria en la parte norte de su
rango de distribucion (Arita, 1991; Barbour y Davis, 1969; Cockrum, 1991; Fleming et al.,
1993; Howell, 1979; Koopman, 1981) y residente en el sur de ésta (Morales-Garza et al.,
2007; Rojas-Martinez et al., 1999; Valiente-Banuet et al., 1996). En Suramérica Soriano et

al. (2000) mencionan gue no es un migratorio sensu stricto debido a su presencia constante
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en la regidn costera, sin embargo, sugieren que en los enclaves andinos se desplaza hacia
otras areas durante el periodo de partos y lactancia, con lo cual podria considerarse como
migratoria. Soriano y Ruiz (2002), asi como Petit (1997) han sugerido que L. curasoae se
mueve entre los enclaves aridos que se encuentran entre Venezuela y Colombia, asi como
en algunas Islas del Caribe como Curacao y Margarita donde se le puede encontrar en
varios refugios. En esta zona L. curasoae se mueve de forma dependiente al recurso que
consume, encontrandose en los diferentes enclaves durante la época de floracion de los
cactus de los cuales se alimenta. Por ejemplo, en la peninsula de Paraguana, se observa una
decremento de sus poblaciones cuando el recurso floral disminuye durante los meses de
septiembre-abril, en Lagunillas se le puede encontrar durante los meses de agosto-abril, en
Chicamocha se le puede encontrar durante los meses de agosto-marzo (Soriano y Ruiz,
2002).

Esta especie, tanto en Norteamérica como en Surameérica, presenta una relacién mutualista
con varias especies de cactaceas (Alvarez y Gonzalez, 1970; Arita, 1991; Soriano y Ruiz,
2002; Valiente-Banuet et al., 1996) y algunas especies de agaves en Norteamérica, llegando
esta relacién a comprender méas de 70 especies de plantas (Howell y Roth, 1981; Howell,
1979). En Norteamérica esta relacidn es importante por los recursos que se derivan de ella,
mismos que son aprovechados por una parte de la poblacion rural como el autoconsumo y
venta de los frutos, asi como la produccion de licores y fibras entre otros (Reyes et al.,
2004). Los productos derivados de esta relacion significan ingresos mayores a los 80,000
pesos en una buena cosecha de frutos de Stenocereus queretaroensis (Ifiiguez

comunicacion personal; Casas et al., 1999a; Casas et al., 1999b; Cervantes, 2002).

L. curasoae es una especie considerada como amenazada, y esta incluida en los listados de
especies protegidas tanto en Estados Unidos como en México (NOM-ECOL-059-1994,
2000; USFWS, 1986) debido a la disminucién en las poblaciones que se encuentran hacia

la parte norte de su distribucién en Norteamérica (Howell y Roth, 1981).

En Norteamérica esta especie ha sufrido varios cambios de nomenclatura lo cual dificulta

su estudio, ya que la informacién referente a la especie se puede encontrar bajo varios
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sindénimos (L. curasoae = L. sanborni, L. yerbabuenae) (Arita y Humphrey, 1988; Davis y
Carter, 1962; Martinez y Villa, 1940; Simons y Wetterer, 2002). Arita y Humphrey (1988)
realizaron una exhaustiva revision taxonomica del género Leptonycteris en un esfuerzo por
definir claramente la nomenclatura adecuada para éste género, aceptando que existen dos
subespecies para la especie curasoae en el continente americano; L. c. yerbabuenae para las
poblaciones de Norteamérica y L. c. curasoae para las poblaciones de Suramérica. Sin
embargo, la discusién taxondmica sobre éste género de murciélago ain no termina, ya que
las distancias geograficas a las que se encuentran las dos subespecies de L. curasoae
forman una barrera geogréafica que resulta en un aislamiento reproductivo que se traduce en
la interrupcion del flujo génico. Siendo el flujo génico dentro y entre las poblaciones un
proceso clave para el mantenimiento de la estructura genética en las mismas. Al detenerse
éste flujo génico, la deriva génica, asi como otros procesos microevolutivos, pueden
propiciar su diferenciacion, lo cual llevaria a la especiacion. En L. curasoae tendriamos
entonces un proceso de especiacion alopatrica, donde las especies serian el resultado de un

asilamiento geografico y reproductivo (Mayr, 1976; Ridley, 1993; Primack, 1998).

En un trabajo previo realizado por Wilkinson y Fleming (1996), encontraron haplotipos
similares entre varios puntos geograficos en Norteamérica, sugiriendo que pudieran estar
conectados por la migracion de la especie en las costas del Pacifico, y que pudieran estar
utilizando dos rutas para llevar acabo esta migracion. De igual forma utilizaron datos de un
sitio de colecta en Venezuela, encontrando que las diferencias a nivel haplotipico,
demuestran una separacion de las subespecies hace 0.54 millones de afios. Sin embargo, en
ese trabajo las diferencias haplotipicas encontradas entre las muestras de Norteamérica y
Suramérica no fueron consideradas para elevar taxondmicamente a las subespecies de L.
curasoae. Tampoco se muestred la zona centro-sur de Norteamérica, especificamente los
estados de Puebla, Oaxaca, Hidalgo, Morelos, Guanajuato y Tamaulipas. El anélisis de
estos estados de la Republica Mexicana donde también se encuentra a L. curasoae

representa puntos clave para comprender la biologia de la especie.

Con el proposito de determinar si las dos subespecies descritas de L. curasoae pueden ser

consideradas como especies separadas utilizamos datos de secuencias mitocondriales
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(obtenidos en el campo y de la literatura Wilkinson y Fleming (1996), Newton et al.
(2003)) para comparar los dos sitios geograficos con sus respectivas subespecies y discutir
la utilizacion de la nomenclatura actual determinando los niveles de flujo génico entre y

dentro de las poblaciones.

En el campo de la genética de la conservacion el macador mas ampliamente utilizado es el
DNA mitocondrial (mtDNA) (Moritz, 1994a; Moritz, 1994b; Sol6rzano, 2003). Este
marcador es una herramienta de gran utilidad por sus caracteristicas intrinsecas para probar
si entre las subespecies del género Leptonycteris existen suficientes diferencias para sugerir
un proceso de especiacion alopatrica, ya que el mtDNA se hereda de forma materna y no
sufre recombinacion con ADN paterno (Avise et al., 1987) mostrando asi, la historia

evolutiva de la poblacion a la que pertenece (Avise 2000; Puorto et al., 2001).

Asi mismo, Moritz (1994a, 1994b) propone que el mtDNA es una herramienta Util para la
identificacion de unidades prioritarias para la conservacion dentro de las especies,
denominadas como Unidades Significativas Evolutivas (ESU’s, por sus siglas en inglés
Evolutive Significant Units), asi como las Unidades de Manejo (MU’s, por sus siglas en
ingles Managment Units). Las ESU’s representan asi poblaciones genéticamente
diferenciadas que pueden ocupar nichos diferentes y presentar a su vez adaptaciones

locales, esto supone un aislamiento histdérico que ha conducido a su diferenciacion local.

Como hip6tesis nosotros suponemos que las subespecies de L. curasoae (L. c. yerbabuenae
y L. c. curasoae respectivamente) son especies distintas y podrian determinarse como
ESU’s diferentes, de esta forma se tendra informacion que complemente los estudios
taxonomicos previos y sitle a los grupos en el orden correspondiente. En México
esperamos encontrar una estructuracion similar a la reportada por Morales-Garza et al.
(2007).
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I11. 11 Materiales y Métodos

Toma de la muestra, extraccion y amplificacion del DNA mitocondrial.

Se visitaron 10 sitios en México (Fig 1, Cuadro 1). En estos sitios se realizo la captura de
murciélagos de la especie Leptonycteris curasoae yerbabuenae asi como de algunos
ejemplares de L. nivalis. Las dos especies fueron identificadas utilizando la clave de campo
“ldentificacion de los Murciélagos de México” (Medellin et al., 1997). De cada individuo
se tom6 una pequefia biopsia de tejido del uropatagio -10mm- siguiendo la técnica
propuesta por Wilkinson y Fleming (1996). Las muestras de L. nivalis se utilizaron como
grupo externo. Los tejidos colectados en campo se conservaron en solucion de DMSO al
20% de acuerdo a Seutin et al. (1991). Posteriormente, se trasladaron las muestras al
laboratorio y se guardaron en un ultra congelador REVCO a -70° C (Morales-Garza et al.,
2007).
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Fig. 1. Mapa de distribucion de especies pertenecientes al género Leptonycteris modificado
de Arita y Humphrey (1988). Con un circulo se muestran los sitios de distibucion de
Leptonycteris curasoae curasoae georeferenciados para el andlisis (abajo a la derecha en
Suramérica). El cuadro indica los sitios muestreados de L. c. yerbebuenae y en un triangulo
se muestra el sitio de colecta de L. nivalis (arriba a la derecha en Norteamérica). El punto
de colecta de L. nivalis se encuentra proximo a la loclidad de Nochixtlan por lo que se ve

un sobrelapamiento en el mapa.
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Cuadro 1. Se sefialan el numero de secuencias obtenidas para L c. yerbabuenae y L
nivalis+, asi como la georeferencia de cada uno de ellos, y el tipo de vegetacion.

Poblacion  Estadodela N(39)  Posicion Altitud* Tipo de Referencia
muestreada  Republica (m.s.n.m.) Vegetacion***
Mexicana
Nochixtlan Oaxaca 4 18°05" N 1978 Matorral Rojas-Martinez
97°37" W xerofilo etal., 1999;
Rzedowski,
1978
Xoxafi Hidalgo 4 20°29" N 2000 Bosque Alvarez et al.,
99°38" W escleréfilo 1999;
siempre verde Rzedowski,
1978
Ticuman Morelos 4 18°46" N 1300 Bosque Alvarez et al.,
98°55" W tropical 1999; Alvarez et
caducifolio al., 1998
Chamela Jalisco 4 19°32° N 150 Bosque Stoner et al.,
105°07" W tropical 2003; Bullock y
caducifolio Solis-
Magallanes,
1990; Rojas-
Martinez et al.,
1999
Bahia Kino Sonora 5 28°53" N 200 Matorral Rojas-Martinez
111°55" W xeréfilo et al., 1999
Las Cuevas Baja 4 23°31" N 100 Matorral Woloszyn y
California 109°37" W xerofilo Woloszyn, 1982
Sur
Tula Tamaulipas 4 22°59'N 1047 Matorral
99°43'W xeréfilo
El Copudo  Guanajuato 3 21°08'N 1876 Matorral Castillo, 2003
100°04W carsicaule
Los Chiapas 5 16°47°N 730 Selva baja Téllez, 2001
Laguitos 93°09'W caducifolia
Tilapa Veracruz 1 18°48'N NP*=*
97°06"W
San Juan Puebla 8 18°17'N 1735 Matorral
Raya+ 97°37'W xerofilo

N = numero de secuencias obtenidas por sitio.
* m.s.n.m. = metros sobre nivel del mar.

** NP = No Proporcionada

***  Vegetacion tomada de la referencia correspondiente al sitio de colecta visitado

El DNA se extrajo con columnas DNeasy'™ tissue kit (Qiagen™) segin las

especificaciones del fabricante.
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La amplificacion del D-Loop del mtDNA se realizé utilizando dos primers de 22 pares de
bases cada uno: tRNAproP (5° TCCTACCATCAGCACCCAAAGC 3") que comienza en
la posicion 15975 de la prolina humana y el primer CSB-F (5
GTTGCTGGTTTCACGGAGGTAG 37) que termina en la posicion 16425 del bloque
conservado en medio de la region control (Wilkinson y Fleming, 1996). Este proceso se
Ilevd acabo en un termociclador GeneAmp PCR programado a 40 ciclos por 1min, a 95 °C
para la desnaturalizacién, 1.5min a 55 °C para la alineacién y finalmente 2 min. a 72 °C
para la polimerizacion. La reaccion de PCR para obtener las secuencias se realizd con
ambos primers por separado, de esta forma se obtuvieron las secuencias en ambos sentidos
de la cadena del DNA. Posteriormente, se empalmaron y utilizaron para el analisis final.
Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificacion de PCR se purificaron con
columnas de sephadex (Centricep™) o con el protocolo de ExoSAP-IT (USB Corporation
2000). La secuenciacion de los fragmentos del mtDNA obtenido se realizd siguiendo el
protocolo de Applied Biosystem en un secuenciador automatico de 16 capilares Applied
Biosystem 3100 Genetic Analyzer (FES-lztacala UBIPRO). Una vez obtenidas las
secuencias correspondientes al muestreo realizado en México se revisd cuidadosamente
cada una con su elctroferograma utilizando el programa EditView 1.0.1. Posteriormente, se

compararon con las secuencias reportadas en el GeneBank y en la literatura.

Del GeneBank se obtuvieron algunas de las secuencias reportadas por Newton et al. (2003)
con los siguientes nameros de acceso: AF510550, AF510551, AF510552, AF510554,
AF510555, AF510556, AF510557, AF510558, AF510559, AF510560, AF510562 y
AF510563. Estas secuencias corresponden a la parte norte de Suramérica de la distribucion
de L. c. curasoae (Arita y Humphrey, 1988). También se utilizaron las secuencias que
corresponden a la subespecie L. c. yerbabuenae reportadas por Wilkinson y Fleming
(1996). Esto se realizo con el fin de tener la mayor cantidad de secuencias posibles de todo
el rango geografico de la especie, tanto para la parte norte como para la parte sur y poder

hacer una comparacion mas amplia.
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Las secuencias del mtDNA, tanto las reportadas en el GeneBank, como las reportadas en la
literatura y las obtenidas en este trabajo se alinearon utilizando el programa Clustal W que

esta incluido en el paquete estadistico MEGA (Kumar et al., 1993).

I11. 111 Andlisis estadistico

Se realizd la prueba D de Tajima (Tajima, 1989) para determinar si el fragmento que se esta
analizando cumple con el supuesto de neutralidad evolutiva para poder construir un
filograma confiable utilizando el paquete estadistico DNAsp (Rozas et al., 2003). Se
subdividieron las secuencias en regiones geograficas para compararlas entre si. Las
regiones geograficas que se definieron son: Suramérica con las secuencias obtenidas del
GeneBank (Newton et al., 2003) y Norteamérica con las secuencias obtenidas en este

trabajo y las reportadas por Wilkinson y Fleming (1996).

Se construyeron dos arboles con las distancias de Neighboor Joining de las relaciones
filogenéticas de los individuos usando el programa MEGA (Kumar et al., 1993). Estos
arboles se construyeron usando el parametro 2 de Kimura (Kimura, 1980) con un bootstrap
de 2000 iteraciones. De esta forma se obtuvieron los filogramas que describen las

relaciones entre los individuos analizados.

Para describir los diferentes filogramas y enraizarlos se utilizé una secuencia obtenida del
GeneBank como grupo externo. La secuencia pertenece a un individuo de Glossophaga
soricina con numero de acceso del GeneBank AF510526. De igual forma se obtuvieron 8
secuencias de L. nivalis provenientes de individuos capturados en San Juan Raya Puebla
(Cuadro 1). Estas dos especies funcionaron como grupos externos para nuestro analisis.

Ademas, L. nivalis fue comparado con las subespecies de L. curasoae.

Para determinar el contacto génico entre las dos zonas geograficas definidas anteriormente
y aportar mas informacion referente a la taxonomia del grupo, se calculé la Fy y el valor de
Nem segln Hudson et al. (1992) aplicando la prueba con el paquete estadistico DNAsp
(Rozas et al., 2003).
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Posteriormente, se correlacionaron las distancias genéticas contra las distancias geograficas
de los individuos muestreados y los individuos recuperados del GeneBank (para
Suramérica solo se utilizaron las secuencias que se pudieron correlacionar a un sélo punto
geografico, para méas detalles ver Newton et al., 2003), asi como de las secuencias
obtenidas de las referencias (Wilkinson y Fleming, 1996). Esto se hizo construyendo una
matriz de distancias genéticas que se correlacionaron con las distancias geograficas
mediante la prueba de Mantel r (Mantel y Valand, 1970) utilizando el programa ZT en MS-
DOS (Bonnet y Van de Peer, 2002). La correlacion se hizo entre las zonas que comprenden
a los individuos de Suramérica contra los de Norteamérica. También se aplico la prueba de
Mantel a los extremos de la distribucion en Norteamérica. De igual forma esta prueba fue
utilizada para determinar si los datos de mtDNA aportan el mismo tipo de informacion que
los datos obtenidos por Morales-Garza et al. (2007) de RAPD’s. Esta comparacion se
realizd suponiendo que los datos aportados por RADP’s serian diferentes a los datos
aportados por mtDNA, porque en si los datos aportados por cada una de estas técnicas
aportan informacion diferente, los RAPD’s aportan informacion del genoma total, esto es
que comprenden la informacién aportada tanto por los machos como por las hembras, en
cambio el mtDNA sélo aporta informacion perteneciente a lineas maternas. La prueba de
AMOVA solamente se aplico a las zonas de Norteamérica y Suramérica para poder
observar la variacion entre estos dos sitios usando el programa Arlequin 2.0 (Schneider et
al., 2000).

I11. IV Resultados

En total se analizaron 108 secuencias con una extension de 292 pb cada una. Se obtuvieron
17 haplotipos de L. c. curasoae, 46 de L. c. yerbabuenae y 8 de L. nivalis. La prueba de
neutralidad de Tajima no fue significativa para el total de las secuencias obtenidas (D = -
0.555 P > 0.10), asi como para ninguno de los grupos por separado (Cuadro 2). En el

mismo cuadro se muestran los estimados de diversidad nucleotidica (t), asi como la tasa

de mutacién (6) y He virtual.

38



Cuadro 2. Diversidad Genética del grupo Leptonycteris encontrada con mtDNA.

#de T 0 Taima #de He virtual
Secuencias Hapl otipos

L.c.c. Ven 22 0.007 0.011 -1.287 17 0.917
P>0.10

L.c.y. Méx. 73 0.022 0.028 -0.747 46 0.910
P>0.10

L.c. Tota 95 0.031 0.035 -0.296 63 0.946
P>0.10

L. nivalis 8 0.013 0.012 0.242 6 0.611
P>0.10

Numero de secuencias, wt, 6, nimero de haplotipos y heterocigosis virtual de Leptonycteris
curasoae curasoae (L.c.c. Ven), L. c. yerbabuenae (L.c.y. Mex) y L. nivalis obtenidos del
mtDNA. Las secuencias utilizadas estan compuestas por 292 nucleotidos.

El Cuadro 3 muestra los resultados de la prueba de AMOVA para cual se utilizaron

unicamente las secuencias de los extremos de la distribucion de L. c. yerbabuenae (México)

y L. c. curasoae (Venezuela), indicando que la varianza esta distribuida entre las

poblaciones. Esto significa que hay mayores diferencias entre los dos grupos definidos y no

dentro de cada uno de ellos, asi la Fs (0.750) muestra que las poblaciones de México y

Venezuela estan estructuradas, existiendo dos grupos bien definidos. De igual forma, el

resultado de la prueba de Mantel es significativo en el cual se muestra una separacion por

distancia geogréafica entre estos dos grupos poblacionales (r = 0.837, P = 0.0001).
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Cuadro 3. Componentes de la varianza obtenidos de mtDNA Leptonycteris curasoae
(México —yerbabuenae- vs Venezuela —curasoae-)

Fuente de d.f. Suma de Componentes  Porcentaje de
variacion cuadrados de la variancia  la variacion
V(a) entre 1 219.649 6.627 Va 75.02
poblaciones
V (b) dentro de 94 207.371 2.206 Vb 24.98
poblaciones
Total 95 427.021 8.833
indice de fijacion Fe: 0.750

En el Cuadro 4 se muestra la particion de la Fy entre las dos subespecies de L. curasoae
(yerbabuenae y curasoae) asi como la F entre estas subespecies (que corresponde a la F
mostrada en el Cuadro 3) y L. nivalis y contra el total de la especie L. curasoae (L.c. Total),
debajo de cada valor se muestra la Nem correspondiente (la cual se define como el nimero
efectivo de migrantes, lo cual implica el flujo génico entre poblaciones; Crow y Aoki,
1984; Sork et al., 1999) de igual forma por arriba de la diagonal encontramos la distancia

genética correspondiente para cada uno de los pares de poblaciones.

Cuadro 4. Matriz de comparacion de Distancias Genéticas y valores de Nem entre las
diferentes poblaciones.

L.c.c. Ven L.c.y. Mex L. c. Total L. nivalis
L.ccven - 0.029 0.029 0.036
L.c.y. Mex 014 - 0.029 0.026
L.c. Total 0.36 640 - 0.35
L. nivalis 0.08 0.14 022 -

Debajo de la diagonal se indican los valores de Nem entre pares de poblaciones, por arriba
de la diagonal se indican los valores de distancias genéticas entre pares de poblaciones.
Leptonycteris curasoae curasoae = L.c.c Ven, L. c. yerbabuenae = L.c.y. Mex, la suma de
L. c. yerbabuenae y L. c. curasoe = L. c. Total, también esta representado L. nivalis.
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En el Cuadro 5 se muestra la particion de F por poblaciones en México, utilizando las
secuencias reportadas por Wilkinson y Fleming (1996), asi como las secuencias obtenidas
durante este trabajo. También se muestran los resultados de Nem para cada sitio de
muestreo. La F total para las secuencias en México, incluyendo las secuencias reportadas
por Wilkinson y Fleming (1996) es de 0.089 y Nem = 5.13, lo que indica que L. c.
yerbabuenae presenta una menor estructuracion poblacional que la encontrada entre
México y Venezuela. La prueba de Mantel es significativa (r = 0.046, p = 0.0001)
mostrando una baja correlacion, mientras que si comparamos solamente los extremos de la

distribucion la correlacién es mayor (r = 0.727, p = 0.001).

Cuadro 5. Flujo pareado presente en Leptonycteris curasoae yerbabuenae.

A B S C Mc G O Ch T H M Gs

A 0
B 634 0

S 0 9.12 0

C 0 0 0 0

Mc 49 293 0 5.50 0

G 825 1195 775 0 181 0

0 0 0 0 0 195 0 0

Ch 0 0 0 0 0 0 0 0

T 166 097 1.90 173 363 134 513 1.85 0

H 164 098 129 245 087 0 178 147 059 0

M 12 08 103 206 071 0 1.63 12 052 0 0
Gs O 475 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Debajo de la diagonal se muestran los valores de Nem obtenidos para Leptonycteris
curasoae yerbabuenae en México. Estos resultados se muestran por par de poblaciones.
Los valores de 0 que se muestran en algunas casillas indican que no hay diferenciacion en
entre esas poblaciones, (Fst = 0.089, Nem =5.13).

*Arizona (A), Baja California (B), Sonora (S), Chamela (C), Michoacan Mc), Guerrero
(G), Oaxaca (O), Chiapas (Ch), Tamaulipas (T), Hidalgo (H), Morelos (M), Guanajuato
(Gs).
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Para determinar la relacién entre los datos mitocondriales y los datos de RAPD’s
reportados por Morales-Garza et al. (2007) se aplicé una prueba de Mantel concluyendo
que existe una relacion entre los datos obtenidos con diferentes marcadores (r = 0.696, p =
0.014). Para obtener este resultado unicamente se compararon los sitios geograficos donde

se obtuvieron datos con ambos marcadores en México.

Utilizando las distancias genéticas de las secuencias y las distancias geograficas
correspondientes a cada secuencia se construyé un Filograma con las distancias de
Neighboor-Joining (Fig. 2). En esté filograma se observa que L. curasoae se divide en dos
grupos principales, uno perteneciente exclusivamente a la subespecie L. c. curasoae de
Suramérica y otro que pretence al a subespecie L. c. yerbabuenae de Norteamérica, este
segundo grupo a su vez se divide en dos grupos mas, dichos grupos que podrian
interpretarse como lineas maternas se distribuyen uno y el mas grande a lo largo de la costa
del Pacifico desde Sonora hasta Chiapas, y el segundo grupo uno mucho mas pequefio, se
distribuye principalmente en la parte central de México, sugiriendo que existen dos grupos
poblacionales distintos como se ha visto en los resultados obtenidos en Morales-Garza et
al. (2007).
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Fig. 2. Arbol construido con el método de Neighboor Joining de L. curasoae con sus
subespecies de México (L. c. yerbabuenae) y de Venezuela (L. c. curasoae). Las secuencias
obtenidas durante este trabajo estan marcadas con un asterisco (*). Se incorporaron las
secuencias obtenidas del GeneBank de L. curasoae en Venezuela y las secuencias
obtenidas por Wilkinson y Fleming (1996) (GJ,Ma,SA,HA,BA,CA,AA,PA,PS,K,BC). Para
obtener este arbol se utilizé el método de Kimura 2 pardmetros con un Bootstrap de 2000
repeticiones. L. curasoae de México (yerbabuenae) y L. curasoae de Venezuela (curasoae)
(Fst = 0.750, Nem = 0.166; r = 0.837 P = 0.0001). En esté arbol se utilizé a Glossophaga
sp. y L. nivalis como grupo externo.
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Para comparar y determinar si las relaciones filogenéticas son similares a las relaciones
morfoldgicas, se utilizé el filograma descrito por Arita y Humphrey (1988; Fig. 3). Para
realizar una comparacion mas precisa se obtuvieron las secuencias de algunos individuos
pertenecientes a la especie nivalis del género Leptonycteris, que ya ha sido descrita y
aceptada como una especie distinta a L. curasoae. Esta especie presenta una distribucion
similar a la de L. c. yerbabuenae en México, entrando hacia la parte central y migrando

hacia Texas en busca de los recursos que le proveen los agaves en época de floracion.
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Fig. 3. Comparacion entre filogramas: distancias morfoldgicas vs distancias genéticas. El
arbol de la derecha se obtuvo con Neighboor Joining usando las secuencias pertenecientes a
L. curasoae con sus subespecies de México (yerbabuenae) y de Venezuela (curasoae). Se
incorporaron las secuencias obtenidas del GeneBank y las secuencias obtenidas por
Wilkinson y Fleming (1996). (Kimura 2 parametros, bootstrap de 2000 repeticiones) El
filograma que se encuentra a la izquierda fue modificado de Arita y Humphrey (1988). Las
flechas indican los limites entre los grupos correspondientes. Las letras a y b indican la
presencia de dos grupos dentro de México.
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Comparando Unicamente los filogramas (Fig. 3), se reconoce una correspondencia entre los
datos de distancia genética (derecha) obtenidos en este trabajo y los datos morfologicos
(izquierda) obtenidos por Arita y Humphrey (1988). Arita y Humphrey (1988) muestran en
este filograma en orden descendente a L. nivalis y L. curasoae. En la rama que representa a
L. curasoae se pueden identificar dos grupos bien definidos, el primero corresponde a L. c.
curasoae en Venezuela y el segundo corresponde a L. c. yerbabuenae en México
respectivamente. El filograma que nosotros obtuvimos muestra en orden descendiente a G.
soricina como raiz del arbol, posteriormente a L. nivalis seguido de las subespecies L. c.
curasoae (Venezuela) y a L. c. yerbabuenae (México). También se observa la presencia de
dos grupos en Meéxico que corresponden a la subespecie L. c. yerbabuenae, estos grupos
aparecen en los dos arboles presentados en la Fig. 3. Ambos grupos se designan con las
letras a'y b que corresponden a un linaje encontrado exclusivamente por la parte de la costa
del Pacifico (b) y a otro linaje que se encuentra de igual forma por la costa del Pacifico,

pero que se incorpora a la parte del centro y llega hasta las costas del Golfo de México (a).

I11. V Discusion

Norteamérica vs Suramérica (especie vs subespecie)

En el trabajo realizado por Arita y Humphrey (1988) se hace una revision taxonémica
exhaustiva del género Leptonycteris basandose en analisis morfométricos. Arita y
Humphrey (1988) ponen en duda la designacion de especies para el complejo
Leptonycteris, por lo que realizaron la comparacion de sus caracteristicas morfométricas,
midiendo cuidadosa y rigurosamente los ejemplares presentes en las colecciones que
tuvieran la designacion de Leptonycteris sanborni, L. curasoae, L, yerbabuenae, L. nivalis,
L. longala (Arita y Humphrey, 1988). En una primera conclusion determinan que todos los
nombres utilizados para la designacion de los murciélagos magueyeros estan disponibles de
acuerdo al Codigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica y que en orden de prioridad,
los nombres nivalis y longala corresponden al morfotipo grande de Leptonycteris y que los
nombres sanborni y yerbabuenae corresponden al morfotipo pequefio de Norteamérica y

curasoae a los ejemplares de Suramérica (Arita y Humphrey, 1988). Posteriormente,
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discuten las conclusiones aportadas por Davis y Carter (1962), en las cuales se dice que los
tres tipos de murciélagos pueden ser considerados como especies separadas (en Arita y
Humphrey, 1988). Sin embargo, consideraron que la muestra estudiada por Davis y Carter
(1962) carecia de individuos de Suramérica, la cual Arita y Humphrey (1988) si estuvieron
en posibilidad de analizar. Al aplicar una prueba de correspondencia canonica los
resultados que obtuvieron demostraron la similitud que presentan los individuos designados
como yerbabuenae y como curasoae entre si, y no con nivalis designandola como una
especie separada. Como conclusion final consideran que si bien las diferencias presentadas
por Davis y Carter (1962) pueden ser utilizadas para distinguir entre yerbabuenae y
curasoae, estos autores no tomaron en cuenta las similitudes en el componente alar, que
hace practicamente indistinguible a yerbabuenae de curasoae. Por lo que sugirieron que se
consideraran los subgrupos encontrados por Arita y Humphrey (1988) como subespecies L.
c. yerbabuenae para los individuos encontrados en el sur de Norteamérica y L. c. curasoae

para los individuos encontrados en el norte de Suramérica (Arita y Humphrey, 1988).

Actualmente, muchos estudios que pretenden resolver alguna polémica taxonémica utilizan
técnicas de analisis moleculares (Garcia-Moreno et al., 2006; Garcia-Moreno et al., en
prensa; Zink et al., 1997), de igual forma estos estudios pretenden determinar las ESU"s
para proponer estrategias de conservacion (Solérzano, 2003). La informacidn genética que
obtuvimos en este estudio apoya por un lado el tratamiento propuesto por Davis y Carter
(1962). Las secuencias de mtDNA muestran una separacion genética, asi como una
estructuracion entre estos tres grupos (L. c. yerbabuenae, L. c. curasoae y L. nivalis). De tal
forma que la informacion genética apoya la primera conclusion de Arita y Humphrey
(1988) en la designacion de L. nivalis para el morfotipo grande, ya que se forma un grupo
claramente definido y bien estructurado que no se mezcla con el morfotipo pequefio de L. c.
yerbabuenae aunque se encuentran en la misma zona geogréafica y tampoco se mezcla con
L. c. curasoae. Sin embargo, estos mismos datos de secuencias no concuerdan con la
designacion de subespecies para el morfotipo L. curasoae. La Fs (0.750) encontrada
muestra una estructuracion por zonas geogréaficas entre las dos subespecies asignando cada
secuencia a su origen geografico. De la misma forma, el resultado de la prueba de Mantel

muestra que existe un patron de aislamiento por distancia entre estos grupos (r = 0.836 P =
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0.00012, Fig. 2). En este caso no hay asignaciones de secuencias de un grupo al otro, como
sucede en los datos morfométricos aportados por Arita y Humphrey (1988) donde el 20.3 %
de los individuos de yerbabuenae y el 13.2% de los individuos de curasoae son asignados
al otro grupo respectivamente utilizando una prueba de correspondencia canénica. Asi, los
resultados obtenidos muestran que no existe flujo génico entre las subespecies designadas
por Arita y Humphrey (1988) (Fig. 3). Los resultados de AMOVA indican que hay
mayores diferencias entre los sitios que dentro de ellos, esto se debe a que estos grupos se
encuentran separados al menos por 2400 km de distancia en donde el territorio entre los dos
sitios de distribucion carece de los corredores migratorios que harian posible la conexion
entre los sitios, produciéndose una especiacion alopéatrica entre los dos grupos. Si
suponemos que los datos de Wilkinson y Fleming (1996) son correctos, estos grupos
compartieron un ancestro en comdn aproximadamente hace unos 0.54 millones de afios,
tiempo evolutivo que pudiera ser suficiente para producir un aislamiento reproductivo en
ellos. De acuerdo con esta informacion consideraremos a la especie que se encuentra en
Norteamérica como L. yerbabuenae y a la especie que se encuentra en Suramérica como L.

curasoae.

México

En México los resultados aportados por los datos de mtDNA indican que las poblaciones
muestreadas presentan diferenciacion genética (Fsx = 0.060 y Nem = 7.79), una
diferenciacion genética baja comparada con la encontrada entre México y Venezuela. Sin
embargo, al comparar estos patrones de estructuracion genética con otros marcadores como
las isoenzimas utilizadas en aves podemos observar que existe una gran similitud.
Solorzano (2003) ejemplifica estos patrones de similitud mostrando que los valores de
izoenzimas pueden tener un promedio de Fs = 0.076, de igual forma podemos observar que
el resultado de la prueba de Mantel aungque es bajo indica un patron de estructuracion
geografica (r = 0.046, p = 0.0001) como la planteada por Morales-Garza et al. (2007).
Aunque la diferencia no es tan marcada como en los datos aportados por Morales-Garza et
al. (2007), debemos considerar que al utilizar un marcador molecular como el mtDNA sélo

estamos observando el posible comportamiento de las hembras, ya que estas moléculas se
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heredan por via materna. De igual forma, esté es un marcador altamente conservado por lo
que es posible que el tiempo de separacién en las poblaciones de México no haya sido el
suficiente como para poderse ver reflejado usando esta técnica. En contraste, al utilizar un
marcador como los RAPD’s se estd considerando también la informacion aportada por
machos, por lo que la variacion observada comprende a ambos sexos y su distribucion nos
muestra el comportamiento de toda la poblacion y de igual forma es un marcador que puede
reflejar cambios mas recientes en la estructura genética ya que no se dirige a un sitio
especifico o altamente conservado.

Para poder comparar entre los datos de mtDNA obtenidos durante este trabajo y RAPD’s
obtenidos por Morales-Garza et al. (2007), se utilizé una prueba de Mantel, con la cual se
compararon los sitios geograficos en los cuales se tenian datos para ambos marcadores (6
poblaciones en México). De esta forma, se esperaba determinar si ambos juegos de datos
presentaban informacion similar entre si basandonos en la hipdtesis nula de la prueba de
Mantel, donde se estipula que los datos contenidos en una matriz A son independientes de
los datos contenidos en la matriz B (Mantel y Valand, 1970). Asi, esperamos que los datos
aportados por cada uno de los marcadores sean distintos entre si, siguiendo el principio

antes mencionado.

El resultado de la prueba nos indica que los datos mitocondriales y los datos de RAPD’s
estan correlacionados de manera significativa (r = 0.727, P = 0.001), lo cual nos sugiere que
ambos marcadores podrian estar siendo influenciados por un solo factor evolutivo, que
podria ser la deriva génica, ya que es la Unica fuerza evolutiva capaz de actuar en un
marcador como el mtDNA.

Al encontrar una relacion positiva entre estos marcadores se recalculd la Fgt y Nem, asi
como la prueba de Mantel para los datos mitocondriales. Esto se hizo Unicamente para los 6
sitios geograficos que se compararon con los datos de RAPD’s. Los resultados muestran
que la estructuracion genética aumenta de acuerdo con la distancia geografica, mostrando
una Fg = 0.078, Nem = 5.90. De manera similar, la prueba de Mantel para estos mismos
datos muestra un patron de aislamiento por distancia (r = 0.695, P = 0.013). Esto podria
significar que existe una clina asociada a la distancia en las poblaciones mostrando una

diferenciacion genética mayor en los extremos del gradiente de la distribucion de L.

48



yerbabuenae. Como es de suponerse los extremos de las poblaciones presentaran una
mayor diferencia genética entre ellos que con las poblaciones cercanas, como lo muestra la

prueba de Mantel para el gradiente completo de la distribucion.

Este resultado podria interpretarse como una alta movilidad de las hembras entre los sitios
de reproduccién y como una posible filopatria de los machos también a estos sitios de
reproduccion. Este efecto posiblemente se vea incrementado porque los machos pueden ser

territoriales (Rojas-Martinez comunicacion personal).

Asi mismo, en México se encontraron dos posibles linajes designados con las letrasa 'y b
(Fig. 3). Geogréaficamente estos linajes se distribuyen uno por la costa del Pacifico
exclusivamente (a) y el otro presenta una distribucion mucho méas amplia que va desde el
noroeste por la parte interna de la Sierra Madre Occidental hasta el centro y Golfo de
México (b). La separacion entre estos dos linajes podria indicar la existencia de dos
especies mas en México, aunque ya se han realizado exhaustivas revisiones taxonomicas
(Davis y Carter, 1962; Arita y Humphrey 1988) del género Leptonycteris estos resultados

justificarian una nueva revision taxondmica de la especie en México.

I11. VI Conclusiones

De acuerdo con la informacion encontrada, sugiero que las subespecies L. c. yerbabuenae y
L. c. curasoae sean consideradas como especies L. yerbabuenae y L. curasoae. Ambas
subespecies cumplen con los conceptos de especie Filogenética, Ecoldgica, Genética,
Alopétrica y Bioldgica para ser consideradas como especies separadas. Esto ademas
concuerda con los criterios considerados por Cole y Wilson (2006) y Simons y Wetterer
(2002), aunque en estos trabajos no se presentan datos como los mostrados en el presente

trabajo, ya hacen la consideracion de elevar taxondmicamente a estas dos subespecies.

Asi mismo, aunque L. nivalis y L. yerbabuenae se distribuyan de forma simpatrica no

encontramos evidencia de intercambio génico entre estas dos especies, cada una de ellas

49



forma grupos claramente definidos y separados, lo cual apoya la nomenclatura designada

para L. nivalis.

Ademas, la informacion encontrada muestra que existe una posible filopatria por parte de
los machos en L. yerbabuenae para la parte correspondiente a México. La informacion
encontrada con los datos mitocondriales donde se muestra la existencia de dos grupos
distintos de mtDNA en México apoya los datos presentados por Morales-Garza et al.
(2007). Esto puede sugerir la existencia de dos especies mas de Leptonycteris, 0 en su caso
subespecies, aungue se debe tener mucho cuidado al hacer la designacién, ya que estos
grupos pueden tener contacto reproductivo, aunque sea minimo, como lo muestran los datos
aportados por Morales-Garza et al. (2007), resultando en una hibridacion de las poblaciones

y haciendo dificil el manejo del concepto de especie en este grupo en particular.

Para poder definir lo anterior con una mayor certeza, seria necesario utilizar otro marcador
molecular ya que es posible que las secuencias utilizadas no hayan tenido la suficiente
resolucion para mostrar de una forma mas clara los patrones encontrados en México y por
lo tanto, la obtencion de secuencias de mayor tamarfio podria darnos una mejor resolucion al
respecto, asi como la utilizaciébn de un marcador especifico del DNA genémico, o la
utilizacion del cromosoma Y (Petit et al., 2002). Esto se lograria buscando primers
utilizados para otras especies que se dirijan especificamente a alguna region del DNA
gendémico, con la informacién que se obtenga de estas nuevas secuencias se podran
comparar los patrones obtenidos durante la realizacién de este trabajo. Ademas, la
utilizacion en conjunto de secuencias del cromosoma Y y del mtDNA aportarian

informacion sobre parametros especificos de la poblacion.
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IV. CAPITULO 4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una de las especies de murciélagos cuya importancia como polinizador y dispersor ha sido
comprobada en varios estudios es el murciélago magueyero menor L. yerbabuenae en
Norteamérica y L. curasoae en Suramérica (Capitulo 3 este trabajo). Estas especies han
sido identificadas como unos de los integrantes mas importantes en la relacion mutualista
presente entre algunas especies de cactus columnares y agaves, asi como otras especies de
plantas encontradas dentro del rango de distribucion de este murciélago (Alvarez y
Gonzalez, 1970; Arizmendi et al., 2002; Castillo. 2003; Stoner et al., 2003; Valiente-
Banuet et al., 1996).

De acuerdo con los resultados encontrados durante este trabajo utilizando la técnica de
RAPD’s, al analizar la cantidad de polimorfismos presentes entre las poblaciones
estudiadas dentro de México, podemos definir dos zonas de distribucion geografica: una
que se definid6 como centro/sur y otra como norte/oeste. En estas zonas encontramos un
rango de 0.61 a 0.68 polimorfismos para la zona centro/sur y un rango de 0.49 a 0.55
polimorfismos para la zona norte/oeste. Utilizando una prueba de AMOVA determinamos
los patrones de varianza presentes entre las zonas de muestreo, aqui encontramos un patron
de varianza que muestra una gran diferencia entre los sitios analizados y que previamente
se habian determinado por zonas geogréaficas (centro/sur y norte/oeste: Va = 60.84%), no
asi dentro de cada sitio (Vb = 39.16%). Esto significa que las dos zonas geogréaficas
definidas son diferentes, presentando una clara estructuracion genética para los sitios
muestreados. Este resultado concuerda con los datos aportados por los polimorfismos
encontrados previamente. De igual forma, el indice de F obtenido para determinar el flujo
genético entre los sitios, asi como el nimero efectivo de migrantes entre ellos (Fs: = 0.608,
Nem = 0.11) indican que entre las dos poblaciones previamente definidas no existe
intercambio genético o que es casi nulo. Estos primeros resultados concuerdan con lo
propuesto por Rojas-Martinez et al. (1999), donde se sugiere la existencia de poblaciones
residentes de L. curasoae (= L. yerbabuenae Capitulo 3 de este trabajo) en el trépico de
México y poblaciones migratorias que entran y salen del tropico, llegando hasta el extremo

norte de México colindando con los E. U. A. Hay que dejar en claro que la hipotesis de
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Rojas-Martinez et al. (1999) menciona que las poblaciones son residentes en el sentido de
que no se mueven del trépico mexicano y no considera que estas mismas poblaciones son

migratorias en esta misma zona.

Asi mismo, los resultados de la prueba de Mantel indican que las diferencias genéticas
encontradas se deben a un patron de aislamiento por distancia (r =0.72, p = 0.001),
confirmando que las dos poblaciones definidas son completamente diferentes entre si
(Morales-Garza et al., 2007).

RAPD’s
Con los resultados obtenidos utilizando la técnica de RAPD’s y la literatura analizada
podemos definir la existencia de hasta dos grupos poblaciones diferentes de L.

yerbabuenae:

1) La primera es un conjunto de poblaciones que se encuentran en la parte centro/sur de
México y que se alimentan de los recursos presentes en esta zona a lo largo del afio. Dicho
grupo poblacional se mueve de forma altitudinal entre los parches de vegetacion
desplazandose hasta 100 km de un sitio de refugio a otro y que posiblemente tenga muy
poco contacto reproductivo con la poblacion de L. yerbabuenae que se encuentra en la zona
norte/oeste. Este efecto pudiera deberse al bajo nimero de migrantes que pueden llegar
hasta la zona centro de la distribucion. Al moverse de un sitio a otro durante la
conmutacion entre zonas algunos individuos pueden extraviarse, morir o ser depredados,
por lo tanto la posibilidad de que se reproduzcan es minima (Morales-Garza et al., 2007).
Esto puede acentuar las diferencias genéticas entre cada poblacidn. Otra explicacion podria
ser que debido a la gran cantidad de individuos encontrados en la zona centro/sur, (es decir
que existen colonias con nimeros poblacionales mayores a los migrantes que pueden llegar
hasta esta zona de distribucion) el intercambio reproductivo detectable es minimo, de tal
forma que el analisis pudo haberlo pasado por alto, aunque en este sentido ese resultado es

poco probable (Morales-Garza et al., 2007).
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2) Las poblaciones del norte/oeste se subdividen a su vez en dos grupos poblacionales, un
grupo poblaciaonal migratorio que se mueve en un sentido norte a sur de Bahia Kino y por
lo menos hasta Chamela en otofio e invierno, consumiendo los recursos presentes en un
corredor de floracion de cactus y que regresa al norte durante la primavera y verano
siguiendo otro corredor de floracion de plantas del género Agave (Ceballos et al., 1997;
Wilkinson y Fleming 1996), aunque la direccion del movimiento y las rutas de migracion
que sigue este grupo poblacional no estan claros, ya que es posible que las poblaciones
migrantes del norte no lleguen a la costa de Chamela, sino que se internen por la regién de
Autlan hacia las faldas o cerca de la Sierra Madre Occidental (Ceballos, comunicacion

personal).

También es posible que debido a la existencia de una poblacion que se sugiere es residente
en Chamela y las regiones centrales de Jalisco (Ibarra-Cerdefia et al., 2005; Stoner et al.,
2003), exista un intercambio reproductivo y genético con dicha poblacién migratoria como
lo indican los datos encontrados utlilzando la técnica de RAPD’s (Morales-Garza et al.,
2007). Estas poblaciones consumen los recursos presentes en la zona de residencia, aunque
también existe la posibilidad que la poblacién de Chamela se mueva hacia las partes del
interior del estado hacia la reserva de la bidsfera de Manantlan, ya que en la zona se
producen suficientes recursos para mantener a las poblaciones de este murciélago
(Cervantes, 2002; Ibarra-Cerdefia et al., 2005).

Con los datos aportados por RAPD’s, podemos sefialar la existencia de al menos dos
grupos poblacionales de L. yerbabuenae genéticamente diferenciadas y definidas por las
zonas geograficas previamente sefialadas. Las poblaciones que se encuentran hacia la zona
del Pacifico pueden entrecruzarse y por lo mismo en el analisis encontramos un alto flujo
génico entre ellas, por esta razén no podriamos definirlas como poblaciones completamente

diferentes.

MtDNA
Algunos autores ya han propuesto (Cole y Wilson, 2006; Simons y Wetterer, 2002; Wilson

y Reeder, 2005) que las subespecies de L. curasoae (L. c. yerbabuenae y L. c. curasoae)
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son en realidad dos especies distintas (L. yerbabuenae y L. curasoae) (Capitulo 3 de este
trabajo), basandose en caracteres de tipo morfométrico. En este sentido Arita y Humphrey,
(1988) aportan datos a favor de la existencia de las subespecies utilizando de igual forma
caracteres morfométricos. El presente trabajo aporta datos de tipo molecular que apoyan la

sugerencia de elevar a nivel de especie a las dos subespecies de L. curasoae.

Utilizando la técnica de secuenciacion del mtDNA se obtuvo un fragmento de la regién
control, el cual se compard con secuencias reportadas en la literatura.

El analisis de estos resultados fue dividido en 2 zonas: Norteamérica para L. c. yerbabuenae
y Suramérica para L. c. curasoae. Al obtener los resultados de las secuencias analizadas
detectamos que para L. c. yerbabuenae hay 38 sitios polimérficos, mientras que para L. c.
curasoae hay 11 sitios. Los valores de diferenciacion genética encontrados para estas dos
zonas sugieren la existencia de dos unidades evolutivas independientes. Del AMOVA
obtenido de las secuencias (Va = 75.02, Vb = 24.98) encontramos que hay una gran
cantidad de diferencias que se definen entre las zonas y no dentro de ellas, al igual que los
resultados presentados con los datos de RAPD’s esto significa que las dos poblaciones son
completamente diferentes. Los estimadores indirectos del flujo genético, asi como la prueba
de Mantel (Fst = 0.750, Nem = 0.166; r = 0.837 P = 0.0001) sugieren que actualmente
entre las subespecies no existe entrecruzamiento. De igual forma indican que las diferencias
genéticas encontradas se deben a un patron de aislamiento por distancia, el cual puede
explicarse al efecto de alopatria que presentan. Es de suponerse entonces, que elevar de
rango taxondmico a estos dos grupos seria posible como ya lo han propuesto algunos
autores (Cole y Wilson, 2006; Simons y Wetterer, 2002; Wilson y Reeder, 2005). Para
poder asignar como especie a cada una de estas subespecies primero debemos de hacer una
breve revision de algunos conceptos de especie. En este sentido los conceptos Biologico y
Ecoldgico de especies establecen que cada especie serd representada por un grupo de
individuos que coexisten en tiempo y espacio, y a su vez estan separadas reproductivamente
de otros grupos. El concepto Alopatrico de especie es utilizado para las subespecies que se
encuentran separadas y que por condiciones naturales no pueden tener contacto génico
entre ellas (Primack, 1998). El punto clave entre estos tres conceptos de especie es el

contacto reproductivo que se determina por barreras geogréaficas en los conceptos Bioldgico
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y Alopatrico y por barreras de tipo etologico en el concepto Ecoldgico de especie (Mayr,
1976; Ridley, 1993; Primack, 1998). Otro concepto importante para describir a las especies
evolutivamente es el concepto Filogenético que resulta atil al comparar especies cercanas o
hasta subespecies (Peterson y Navarro-Sigiienza, 1999).

De tal forma que los resultados que obtuvimos con el marcador de tipo mitocondrial
sugieren que las dos subespecies de L. curasoae pueden ser elevados al rango de especie (L.
c. yerbabuenae = L. yerbabuenae y L. c. curasoae = L. curasoae). Para determinar que L.
yerbabuenae no se entrecruza con especies cercanas comparamos con otra especie del
género Leptonycteris, L. nivalis que es una especie aceptada del género y que ademas se
distribuye de forma simpatrica con L. yerbabuenae en Norteamérica. Los resultados de este
analisis muestran que es efectivamente un grupo completamente diferente de L.
yerbabuenae (Cap. 3 este trabajo), cumpliendo asi con el supuesto de especie ecoldgica que
considera que no bebe haber entrecruzamiento con especies cercanas, el cual resultaria en

intercambio de material genético, dicho efecto seria evidente al hacer este tipo de analisis.

Al considerar las diferencias genéticas encontradas entre estos grupos y que asi mismo no
se presenta flujo génico entre ellos y al revisar los conceptos bioldgico, ecoldgico, genético
y filogenético de especie, sugerimos que estas subespecies sean consideradas como

especies distintas: L. yerbabuenae para Norteamérica y L. curasoae para Suramérica.

De aqui en adelante utilizaremos la nomenclatura sugerida para el grupo perteneciente a la
parte de Norteamérica, L. yerbabuenae. En México los resultados muestran que varias de
las zonas de muestreo presentan los mismos haplotipos, por lo que son agrupados dentro de
una misma rama o grupo en un filograma. Al calcular la Fs para L. yerbabuenae
encontramos que no hay una estructuracién poblacional clara (Fst = 0.078, Nem = 5.90). Sin
embargo, la prueba de Mantel muestra que existe aislamiento por distancia entre las sitios
de colecta (r =0.102, P = 0.001).

Al aplicar la prueba de Mantel entre los extremos (Bahia Kino, Las Cuevas y Chamela —
extremo noroeste-; Xoxafi, Ticuman y Nochixtlan —extermo centro sur-) encontramos una

relacion positiva (r = 0.696, P = 0.013) entre ellos, pero al calcular la Fs para estos
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extremos de la distribucion, también muestra que no existe estrcuturacion entre las
poblaciones (Fst = 0.060, Nem = 7.79).

Estos resultados pueden interpretarse como un indicador del movimiento diferencial entre
los sexos de esta especie (Fleming y Eby, 2003), sugiriendo que las hembras son las que se
mueven entre los sitios que les sirven como refugio y los sitios donde tienen a sus crias, y
gue los machos presentan un comportamiento de territorialidad asi como de filopatria a los
sitios de refugio, aunque hace falta realizar estudios dirigidos a determinar si este tipo de
comportamiento es probable.

Asi los resultados para la parte de Norteamérica indican la posible existencia de dos clados
distintos. Esta informacion al ser interpretada con los resultados aportados por los RAPD’s
indicaria que efectivamente existen dos poblaciones distintas de L. yerbabuenae en México.
Estos grupos podrian ser reasignados taxonémicamente al igual que L. yerbabuenae y L.
curasoae, pero esta asignacion debera basarse en un analisis mas detallado que conjunte
una mayor cantidad de datos moleculares asi como una nueva revision taxonémica del

grupo en el gradiente de Norteamérica de ser posible.

Para poder darle sentido a los datos aportados por los marcadores moleculares utilizados en
este trabajo debemos considerar las hipdtesis de la especializacion que se presenta en
algunos sistemas de polinizacién, como el de Pachycereus pecten-aboriginum vy
Stenocereus queretaroensis (lbarra-Cerdefia et al., 2005; Valiente-Banuet et al., 2004).
Dichas hipdtesis predicen que el sistema sera altamente especializado al depender
completamente del polinizador especifico. Por ejemplo, Valiente-Banuet et al. (2004)
reportan haber encontrado en Pachycereus pecten-aboriginum un sistema altamente
especializado en los tropicos y poco especializado en las regiones extratropicales como los
desiertos de Sonora. Los resultados aportados por Rojas-Martinez et al. (1999) y Valiente-
Banuet et al. (2004), apoyan la hipétesis de la existencia de una poblacion migratoria de L.
yerbabuenae y una poblacion residente de la misma especie para la region de Chamela, que
depende de los recursos aportados tanto por P. pecten-aboriginum como de S.
queretaroensis (Rojas-Martinez et al., 1999; Stoner et al., 2003). Aungue también debemos
considerar que L. yerbabuenae no es el Unico polinizador nocturno que existe, también

Glossophaga spp. y Choeronycteris mexicana son polinizadores nocturnos que pueden
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estar llenando el vacio que dejaria L. yerbabuenae en caso de que este Ultimo migrara (por
lo menos en la costa del Pacifico) como se plantea por la hipdtesis migratoria. En todo caso
parece ser gque el valor como polinizadores que presentan Glossophaga spp. y C. mexicana

no ha sido evaluado completamente.

Finalmente, podemos decir que esta especie de murciélago al encontrarse en un sistema
altamente dindmico y cambiante, funcionaria como un muy buen indicador de deterioro o
hasta de fragmentacidén ecoldgica, ya que la informacion que se obtiene a nivel de
conexiones poblacionales entre los sitios migratorios es de suma importancia,
particularmente la informacion que representa los sitios donde la especie tiene a sus crias 0
cuevas de maternidad. En este sentido se conocen pocos sitios donde L. yerbabuenae tiene
crias en México, algunos de estos sitios estan en Chamela en el estado de Jalisco (Ceballos
et al., 1997 y Stoner et al., 2003) y otros en Bahia Kino en el estado de Sonora, por
mencionar solo algunos. Posiblemente existan otros sitios que sirvan como cuevas de
maternidad en los estados donde también se distribuye L. yerbabuenae, aunque no han sido
reportados aln o para este caso encontrados por la dificultad en el acceso a dichas cuevas

por parte de los investigadores interesados en el tema.

CONCLUSIONES

Los resultados aportados por este trabajo sugieren la existencia de dos grupos poblacionales
bien definidos para L. curasoae, de esta forma las subespecies pueden ser considerados
como especies independientes: Leptonycteris yerbabuenae para Norteamérica vy
Leptonycteris curasoae para Suramérica. Estos datos moleculares podemos considerarlos
como un marcador importante para elevar de rango taxondémica a estas subespecies.
Ademas, si tomamos en cuenta las consideraciones hechas por otros autores (Cole y
Wilson, 2006; Simons y Wetterer, 2002; Wilson y Reeder, 2005), es posible elevar a dichas

subespecies de rango taxonomico.
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De igual forma, los resultados en la parte de Norteamérica indican la existencia de dos
clados distintos de L. yerbabuenae que en conjunto con los datos aportados por RAPD’s
pudieran ser interpretados como especies distintas. Aunque en este sentido esta sugerencia
debera analizarse con sumo cuidado hasta no tener mas datos que muestren que las
poblaciones de L. yerbabuenae en México estan en procesos de especiacion o de que las
poblaciones que en este trabajo se determinaron como clados distintos realmente lo sean, la

utilizacion de L. yerbabuenae para la especie en México es el término mas adecuado.

Al analizar la hipotesis de migracion que se ha planteado para la especie L. yerbabuenae
(Arita, 1991; Barbour y Davis, 1969; Cockrum, 1991; Fleming et al., 1993; Howell, 1979;
Koopman, 1981; Valiente-Banuet et al., 1996) se comprobd que es mucho méas compleja de
lo planteado en un principio. Dicha hipotesis de migracién se planted suponiendo que la
especie se mueve de norte a sur, sin embargo, ya hemos aclarado que la migracion se define
como los movimientos realizados por una especie desde sus sitios de residencia invernal
hasta sitios de apareamiento y crianza de primavera (del Hoyo et al., 1992; Dingle, 1996).
Esto es independiente de la direccion de los movimientos, los cuales no necesariamente
tienen que ser en el sentido planteado en un principio para L. yerbabuenae (Arita, 1991;
Barbour y Davis, 1969; Cockrum, 1991; Fleming et al., 1993; Howell, 1979; Koopman,
1981; Valiente-Banuet et al., 1996). En trabajos previos realizados por otros autores no
consideraron las poblaciones que se encuentran en la parte del centro de México, sitios que
si son analizados por Rojas-Martinez et al. (1999) y por este trabajo. Aungue la hipotesis
planteada por Rojas-Martinez et al. (1999), asi como los datos aportados por Morales-
Garza et al. (2007) sugieren que en el sentido de una migracion latitudinal las poblaciones
del tropico mexicano son residentes, no lo son en el sentido amplio propuesto por la
definicion de migracion utilizada (del Hoyo et al., 1992; Dingle, 1996; Fleming y Eby,
2003). Asi, hasta el momento, los datos que presenta Galindo et al. (2004) son lo mas
cercanos a la residencia de la especie en un solo refugio. Sin embargo, se demuestra que las
poblaciones del centro-sur de México definidas por Morales-Garza et al. (2007) y las
poblaciones de norte-oeste son diferentes entre si, sugiriendo que los patrones migratorios

de ambas poblaciones son distintos.
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Los datos aportados por RAPD s indican que existen dos grupos poblacionales distintos de
L. yerbabuenae en México que se encuentran geograficamente separadas en dos zonas
definidas como centro/sur y norte/oeste. Es posible la existencia de una tercera poblacion
qgue se encuentra en la region de Chamela en Jalisco y presenta flujo génico con la
poblacion que se encuentra en la region norte/oeste. Sin embargo, para poder diferenciar
entre estas dos poblaciones se debera realizar un andlisis mas detallado de este flujo génico,

por lo que estas consideraciones se deberan tomar con cautela.
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