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Nota del autor:

La taxonomia de una de las especies de este estudio ha estado en discusion en los ultimos
afios. Tradicionalmente se ha utilizado el nombre de Sturnira lilium sin embargo, las
referencias mas actuales sobre la taxonomia de este género sefialan que el nombre correcto
es Sturnira parvidens. El titulo de este trabajo utiliza el nombre tradicional (S. lilium) ya
que por motivos administrativos el nombre de la tesis ya no puede ser modificado pero el

texto de esta tesis utiliza el nombre actualmente reconocido como correcto (S. parvidens).
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Resumen
Los murciélagos son uno de los grupos mas diversos de mamiferos del mundo, sus

adaptaciones morfologicas y fisioldgicas les han permitido colonizar practicamente todos
los ecosistemas del mundo con excepcion de los circulos polares y los ambientes marinos.
Al igual que en muchos otros grupos, la mayor riqueza de murci¢lagos se encuentra en las
zonas tropicales del mundo. México por su posicion latitudinal estratégica tiene una gran
diversidad de murcié¢lagos gracias a que tiene especies tanto de la zona neartica como
especies de la zona neotropical. Los murciélagos proveen gran cantidad de servicios
ambientales como la polinizacion, dispersion de semillas, control de plagas, etc.; pero todos
estos servicios se encuentran amenazados ya que las poblaciones de murciélagos se
encuentran seriamente amenazadas por la pérdida de habitat y la fragmentacion de los

ecosistemas naturales.

Estas amenazas no solo ponen en peligro los servicios ambientales sino que también
alteran los equilibrios naturales de los patdgenos presentes en los murciélagos y pueden ser
un verdadero factor de riesgo si dichos patdégenos llegaran a provocar eventos zoondticos.
Los murciélagos han sido identificados como reservorios de diversos patdgenos a lo largo
de los anos y una de las relaciones mas conocidas es la de los murciélagos con los
kinetoplastidos del género Trypanosoma. Estos parésitos son los causantes de
enfermedades como la de Chagas (T. cruzi) y la enfermedad del sueno (T. brucei). Las
relaciones entre los murciélagos y los Trypanosoma son estrechas y bien conocidas.
Recientemente un estudio en Panamé demostré al menos la presencia de 5 linajes
independientes de los parasitos que estan presentes en los murciélagos Artibeus
jamaicensis. Otros kinetoplastidos parasiticos son los organismos del género Leishmania;
estos son los causantes de la Leishmaniasis cutdnea y visceral, también conocida como
Papalomoyo o tlcera del chiclero dependiendo de la region. Aunque este ultimo parésito ha
sido menos estudiado en murciélagos, si se tiene conocimiento de que los murciélagos son
potenciales reservorios competentes de la enfermedad y pueden adquirirla y transmitirla a

través de la mordedura de los vectores de la enfermedad.

Estudiar como estas relaciones entre los murciélagos y los parasitos son afectadas
por los cambios a nivel de paisaje son de vital importancia para entender y manejar los

riesgos asociados con las enfermedades que pueden afectar a humanos. Se estima que en el
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mundo 10 millones de personas sufren de enfermedades causadas por Trypanosoma y
Leishmania por lo cual estos parasitos no son solo de interés bioldgico sino también
epidemioldgico y de salud publica. Muchos estudios se han dedicado a buscar parasitos en
los murciélagos pero ignoran de manera completa el contexto ecoldgico y paisajistico de las
regiones donde estos animales son capturados. Tener en cuenta estos factores ambientales
es fundamental para poder hacer evaluaciones de riesgo completas y realmente ajustadas a
la realidad de los ecosistemas. Es por eso que el objetivo de este trabajo es determinar la
prevalencia de Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana en los murcié¢lagos Sturnira
parvidens y Carollia sowelli en un ambiente conservado y uno perturbado en ¢l sur de

México.

Para esto, se seleccionaron 6 sitios en la region de la selva Lacandona en la porcion
sur de la misma; 3 de estos sitios se ubicaban dentro de la matriz del bosque continuo y 3
de ellos se encontraban en la zona perturbada del municipio de Marqués de Comillas. En
cada uno de los sitios se realizaron capturas con redes de niebla de manera estandarizada
para obtener tanto los datos de la comunidad de murciélagos (diversidad, riqueza,
equitatividad de la comunidad, etc.) y para tomar las muestras de los individuos de las
especies seleccionadas. De cada individuo se tomaron muestras de higado, bazo, corazén y
piel de la membrana alar. Posteriormente, se realizo la deteccion de los parasitos mediante
el método de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los oligonucledtidos

especificos para cada uno de los parasitos.

En términos ecologicos, se vio una clara diferenciacion del ambiente perturbado del
ambiente conservado. Tanto la diversidad como la riqueza de especies fue
significativamente mayor en los sitios conservados que en los sitios perturbados y de la
misma forma al analizar la lista de especies de ambos sitios se observa como hay clara
sefal de la buena calidad de habitat conservado por la presencia de muchos murciélagos

filostominos (subfamilia Phyllostominae) que son indicadores de la calidad del habitat.

Colectamos tejidos de un total de 124 individuos, distribuidos de manera
heterogénea entre los diferentes sitios. Al realizar la extraccion y amplificacion del ADN de
los tejidos en busqueda de los parasitos, obtuvimos una prevalencia general de 8.87% para

Leishmania mexicana (11 de 124 individuos) y de 1.60% para T. cruzi (2 de 124
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individuos). En las detecciones para L. mexicana, en 5 individuos ¢l 6rgano positivo fue el
bazo, en 5 individuos el corazon y solo en un individuo (S025) ambos 6rganos resultaron
positivos para el parasito. Para T. cruzi la deteccion solo se realizé en el tejido cardiaco y se
identificaron solo 2 individuos infectados, ambos de la especie C. sowelli. S6lo un
individuo present6 una doble infeccion (C044) en donde la deteccion por PCR de ambos
parasitos fue positiva para el tejido cardiaco. Para L. mexicana se encontrd una tendencia de
disminucion de la prevalencia conforme aumenta la riqueza de especies en cada uno de los

sitios, sin embargo, dicho efecto no es significativo.

Nuestro estudio encontrd un murcié¢lago infectado con ambos parasitos y si
pareciera que existe un patron de prevalencia diferencial de acuerdo a las condiciones del
habitat, sin embargo dicho patrén no es claro y es necesario tomar muestras mas grandes y
que consideren mejor la heterogeneidad de los sitios para tener una mejor resolucion de las
prevalencias. Un mayor numero de muestras y un disefio que tome en consideracion mas
variables locales de los sitios permitiria tener una mejor resolucion sobre los factores que
intervienen en el equilibrio de las enfermedades asi como se sabe de estos efectos en

ratones y en murciélagos.
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Abstract

Habitat loss and forest fragmentation have proven to be two major threats to bats in
the tropics, as fragmentation increases, the diversity decreases. The dilution hypothesis
states that as the species richness decreases due to habitat loss or disturbance, the incidence
of parasites becomes higher. Since bats are known reservoirs of Trypanosoma cruzi and
Leishmania mexicana, two pervasive zoonotic parasites; the primary objective of our study
was to determine the prevalence of Trypanosoma cruzi and Leishmania mexicana in bats of
the species Sturnira parvidens and Carollia sowelli on conserved and disturbed conditions
in the Lacandona forest in southern México. The disturbed area is dotted by human
communities extracting forest resources and causing fragmentation and deforestation. Our
hypothesis is that in conserved ecosystems bats will have a lower prevalence of the
parasites due to the dilution effect. Bats were captured using mist nets in 6 sites (3 under
conserved conditions and 3 within the agricultural matrix of the surrounding areas) and
tissue samples (heart and spleen) were taken. Parasite detection was conducted by PCR for

parasite DNA with the collected tissues.

We sampled 124 individual in total, unevenly distributed across the different
sampling sites. We obtained low overall prevalence of both parasites (8.87% for
Leishmania mexicana and 1.60% for Trypanosoma cruzi) for both species, and prevalence
did not varied significantly between the conserved or disturbed condition of the forest.
There was a not significant trend showing that prevalence of Leishmania mexicana
prevalence decreased with the increase in species richness in the specific sampling site. It is
still unclear if there is an important effect of biodiversity for this particular system of
parasite-host relationship that could support the dilution effect theory. This hypothesis have
been tested by other authors within a larger landscape such as BCI in Panama; hence more
data and bigger samples are needed to fully support or disprove this effect on the

Lacandona Region.
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Introduccion

Los murciélagos y su diversidad

Los murciélagos son uno de los grupos mas diversos de mamiferos del mundo con
mas de 1240 especies reconocidas (Tudge 2000, Wilson y Reeder 2005). Este nimero
representa alrededor del 25% de todos los mamiferos conocidos superado solo por los
roedores en numero de especies. México es el sexto pais a nivel mundial en cuanto a
numero de especies se refiere, cuenta con 138 especies de murciélagos reportadas para el
pais (Medellin et al. 2008). Solo lo superan en diversidad paises de la cuenca amazonica
como Brasil, Perti, Colombia, Ecuador y Venezuela (Ceballos y Simonetti 2002, Simmons

2005).

La gran diversidad de mamiferos de México (525 especies) puede ser explicada en
parte por la posicion estratégica del territorio mexicano ya que convergen dentro de sus
fronteras dos grandes zonas biogeograficas como lo son la region Nedrtica y la region
Neotropical (Ceballos et al. 2005). Ademas, la gran variedad de climas y una topografia
compleja también juegan su papel en la gran diversidad mexicana. Dentro de todos los
ecosistemas con representacion en México quizas uno de los mas cautivantes y diverso es el

bosque hiimedo tropical de la Region de Chiapas.

La importancia de los murci¢lagos va mas alld de una vasta diversidad, ya que
proveen una gran cantidad de servicios ambientales de los cuales todos nos beneficiamos
como: servicios de polinizacion (Kunz et al. 2011), dispersion de semillas (Melo et al.
2009, Kunz et al. 2011) y control de plagas (Federico et al. 2008, Cleveland et al. 2009). En
afos recientes, las virtudes de los murciélagos han sido opacadas por diversos estudios que
los relacionan con una amplia gama de patdogenos (Calisher et al. 2006) y plantean a los
murciélagos como los responsables de una gran cantidad de enfermedades zoondticas sin
tener evidencia contundente del papel de los mismos en los contagios. Esta campana de
desacreditacion hacia los murciélagos ha tenido un fuerte impacto sobre la percepcion
general que se tiene de este grupo de mamiferos pero lo que ha faltado es estudiar como los
cambios inducidos por presiones antropogénicas en los ecosistemas afectan los ciclos de las
enfermedades y pueden ser los verdaderos detonantes de los brotes de enfermedades y

parasitos.
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Pérdida del habitat y cambios de uso de suelo

La pérdida de habitat y la fragmentacion del bosque han probado ser dos amenazas
importantes en la pérdida de diversidad de quirdpteros en los tropicos (Meyer et al. 2008,
Meyer y Kalko 2008); sabemos que la diversidad y la riqueza de especies disminuye con la
pérdida de habitat critico para las especies. Algunos murcié¢lagos pueden ser considerados
como indicadores de la calidad de bosque debido a sus habitos especificos como es el caso
de Lonchorhina aurita y de muchos otros filostominos que necesitan del bosque pristino
para existir (Medellin et al. 2000, Jones et al. 2009). Los murci¢lagos utilizan una gran
diversidad de refugios que en mayor o menor medida pueden limitar una poblacion natural
(Evelyn y Stiles 2003, Kunz y Lumsden 2003, ter Hofstede y Fenton 2005, Lewis 2007,
Perry et al. 2007). Estos refugios van desde troncos huecos y cuevas hasta el caso particular
de los murciélagos tienderos en donde los murciélagos modifican una hoja en forma de
tienda de campana construidas en la vegetacion (Rodriguez-Herrera et al. 2007, Rodriguez-
Herrera et al. 2011). Las implicaciones ecologicas y fisioldgicas que puede tener la
utilizacion de uno u otro refugio son en realidad poco conocidas con excepcion de algunos
pocos trabajos sobre la economia energética durante las horas del dia. Atin menos se sabe
sobre como el tipo de refugio puede influenciar la carga parasitica de los murci¢lagos con

excepcion de los estudios de ectoparasitos (Patterson et al. 2007, Pearce y O'Shea 2007).

En afios recientes se ha desatado un gran interés por el estudio de las enfermedades
zoonoticas, en especial en virus que estan presentes de forma natural en poblaciones
silvestres y puedan generar un brote zoonotico (Calisher et al. 2006, Fenton et al. 2006,
Calisher et al. 2008, Rupprecht 2009, Wibbelt et al. 2010). Esto ha desencadenado gran
cantidad de estudios en donde se pone en evidencia la gran cantidad de virus y parasitos
que pueden tener los murci€élagos pero pocas veces se han estudiado las limitantes
ecoldgicas de las especies que portan estos patdogenos y que otros factores influyen en la
cadena de transmision de la enfermedad o el parasito. Si algo es rescatable de toda la mala
fama de la que se han hecho acreedores los murciélagos es que los virélogos han retomado
el estudio de las enfermedades en las poblaciones silvestres. Desgraciadamente, en

parasitologia el auge no ha sido tan grande y la mayoria de los estudios siguen ignorando
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las variables ecologicas y de paisaje que juegan un papel importante como determinantes de
la prevalencia e incidencia de parasitos en murciélagos (Suzén et al. 2008, Suzan et al.

2012).

Existen muchisimos parasitos en poblaciones naturales que pueden eventualmente
infectar humanos. Dentro de todos estos un grupo importante son los Kinetoplastidos (Filo
Kinetoplastida), este taxa contiene varios géneros parasiticos como los son Leishmania y
Trypanosoma. Estos dos géneros son causantes de varias enfermedades a nivel mundial
como lo son la Leishmaniasis o tlcera del Chiclero (Leishmania spp.), la enfermedad del
suefio (Trypanosoma brucei) y la enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) (Hotez et al.
2008, Jurberg 2009). A nivel mundial, se estima que al menos 10 millones de personas se
encuentran infectadas de cada una de dichas enfermedades (Organizacion Mundial de la
Salud 2010, Organizacion Panamericana de la Salud 2010, TDR 2012). La relacion de
dichas enfermedades con la fauna silvestre se puede rastrear muchisimo tiempo atras,
incluso la enfermedad de Chagas lleva ese nombre debido a que fue descubierta por Carlos
Chagas en 1909 y ha sido declarada por la PAHO una de las 13 enfermedades tropicales
desatendidas (Hotez et al. 2007, Hotez et al. 2008, Rassi y Marin-Neto 2010).

Cottontail y colaboradores (2009) demostraron en Panama cémo la incidencia de
Trypanosoma cruzi era mayor en los murci¢lagos capturados en los fragmentos aislados de
bosque que en los capturados en el bosque continuo. La presencia de Trypanosoma en
murci¢lagos es bien conocida al igual que en ratones, primates y por supuesto en humanos
(Marinkelle 1966, Lisboa et al. 2006, De Lima et al. 2008). Ademas, recientemente se
document6 como ha habido mas de una “invasion” de los tripanosomas a los murciélagos y
como en Panama hay hasta 5 diferentes grupos filogenéticos de Trypanosoma cruzi que

infectan a Artibeus jamaicensis (Cottontail et al. 2014).

Lampo y colaboradores (2000) demostraron que los murciélagos pueden
representar una fuente de sangre infectada para el vector principal de la Leishmania, incluso
se ha demostrado como los murci¢lagos pueden infectarse por la ingesta de vectores
portadores de Trypanosoma (Thomas et al. 2007). Es cada vez mas importante estudiar

coémo los Kinetoplastidos afectan a las poblaciones de murciélagos y las implicaciones que
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pueda tener esta afeccion sobre las poblaciones humanas adyacentes a las areas de

conservacion.

Especies seleccionadas para este estudio
La region neotropical es una de las zonas con mayor diversidad y riqueza de

especies de murcié¢lagos en el mundo (Kalko 1997). Los patrones geograficos y
latitudinales que determinan dichas relaciones son bien conocidos y como en la gran
mayoria de los mamiferos responden a condiciones relacionadas con la productividad

primaria de las regiones tropicales.

Los murciélagos frugivoros de las subfamilias Stenodermatinae y Carollinae son
sumamente abundantes en los bosques tropicales e incluso representan hasta el 86% (este
estudio) de las capturas en los mismos cuando se utilizan redes de niebla para su captura.
Dentro de estas dos subfamilias podemos encontrar mas de 60 especies de las cuales 21
estan presentes en México y de esos, 16 en la region de la selva Lacandona (Medellin et al.
2008). Medellin y colaboradores (2000) encontraron que de estas 16 especies, las mas
abundantes en la region de la selva Lacandona son Carollia sowelli, Carollia perspicillata,
Sturnira parvidens, Artibeus lituratus y Artibeus jamaicensis. Estas especies tiene la
particularidad de que parecen tener una alta tolerancia a la fragmentacion y estan presentes

a lo largo de todo el gradiente de perturbacion de la region.

Debido a la naturaleza de este estudio, las especies que se utilizaron para determinar
la prevalencia de los parasitos debian cumplir ciertas condiciones: (1) ser abundantes tanto
en el bosque como en las zonas impactadas por actividades antropogénicas en la region, (2)
no ser especies migratorias, (3) tener altas densidades poblacionales locales y ser faciles de
capturar, (4) no ser especies amenazadas o en peligro de extincion y (5) que ambas especies
tuvieran diferentes tipos de refugios. Tomando en cuenta todas estas caracteristicas, las dos
especies que cumplian de mejor manera dichas condiciones son: Sturnira parvidens y
Carollia sowelli. Ambas especies cumplen con todos los requisitos y en términos de
refugios son perfectas ya que Sturnira parvidens se refugia principalmente en el follaje
mientras que Carollia sowelli tiende a ser mas cavernicola aunque rara vez puede ser

observado en la vegetacion.
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Antecedentes

El ciclo de vida del Trypanosoma es complejo y Deane (1964) reconoce la
presencia de tres ciclos que se sobreponen: doméstico, peri-doméstico y silvestre. Ademas
se ha logrado detectar este parasito para mas de 150 especies de animales domésticos y
silvestres (Rassi y Marin-Neto 2010). EI Mal de Chagas se encuentra distribuida por toda
América Latina e incluso alcanza la zona sur de Texas y por la gran cantidad de migrantes
latinoamericanos se espera que la enfermedad empiece a aparecer en nuevas zonas donde la
transmision vertical de la enfermedad entre los reservorios puede jugar un papel sumamente
importante (Kribs-Zaleta 2010). Es una enfermedad muy importante en las zonas tropicales
principalmente en las zonas mas pobres donde el riesgo de infeccion parece ser mas alto,
ademas tiene la particularidad de que es una enfermedad que puede pasar desapercibida por
el afectado durante muchisimo tiempo (Guhl 1999, Organizacion Panamericana de la Salud
2007, Jurberg 2009, Organizacion Panamericana de la Salud 2009, Organizaciéon Mundial
de la Salud 2010, Organizaciéon Panamericana de la Salud 2010).

En el caso de la Leishmania, existen pocos estudios que hayan analizado a
profundidad la relacion entre éste parasito y los murci¢lagos. Se sabe que de al menos 30
especies conocidas de Leishmania en el mundo, al menos 20 pueden causar afecciones en
humanos (Ashford 2000). En una de las revisiones mas completas sobre Leishmania en
animales, Lainson y Shaw (1979) no tienen registros de ningin quirodptero entre la lista de
mas de 45 mamiferos reportados como hospederos. Sin embargo, hoy sabemos que los
murciélagos pueden ser reservorios del parésito (De Lima et al. 2008, Berzunza-Cruz et al.
2015). Oliviera y colaboradores (2005) reconocen al menos 40 especies de mamiferos en

las cuales se ha podido detectar la presencia de Leishmania ya sea por PCR o por serologia.

Para Leishmania, un estudio en Brasil encontr6 una muy baja prevalencia del
parasito en murciélagos (0.9%) cuando se utilizaba una prueba de inmunofluorecencia
indirecta de anticuerpos, sin embargo cuando se utilizé una prueba de deteccion mediante
PCR la prevalencia de la enfermedad fue de 3.2% (Savani et al. 2010). En este estudio un
total de 21 animales dieron resultados positivos para dos especies distintas de Leishmania,
18 para L. (Leishmania) amazonensis y 4 para L. (Leishmania) infantum chagasi. Los

resultados obtenidos mediante las dos pruebas independientes muestran como las técnicas
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de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFAT, por sus siglas en inglés) puede que
no sean la mejor opciodn para la deteccion de la Leishmania, es posible que en infecciones
en etapas tempranas la deteccion por PCR sea posible pero por pruebas de IFAT sea
deficiente (Morsy et al. 1987, De Lima et al. 2008, Savani et al. 2010). En un estudio
realizado en Guyana Francesa, Rotureau y colaboradores (2006) reportan la ausencia total
de Leishmania en 260 murciélagos de 29 especies distintas. Sin embargo este estudio fue
realizado en una zona donde la Leishmaniasis es poco comun y la muestra estuvo
compuesta principalmente por murciélagos insectivoros que por aspectos ecoldgicos son

menos accesibles para los vectores del parasito.

Ciclos de vida

Los ciclos de vida de los Kinetoplastidos son digénicos y relativamente complejos,
e involucran una serie de etapas de desarrollo caracteristicas de este grupo (Hoare 1972).
Tradicionalmente dichas etapas fueron nombradas con los nombres del género en el cual
dicha forma corporal era mas comun (ej. Leptomonadal, Leishmanial, Trypanosomial, etc.);
sin embargo, Hoare y Wallace (1966) propusieron una nueva terminologia que es la que se
utiliza desde entonces. Dichos autores reconocen siete estados principales dentro de los
Trypanosoma (sensu lato): Amastigote, Esferomastigote, Promastigote, Opistomastigote,
Epimastigote, Tripomastigote y Coanomastigote. No todos los estadios son observables en
todas las especies de Kinetoplastidos, ademas existen algunos que solo se desarrollan en los
vectores y otros que son desarrollados solo cuando el parasitos estd en un hospedero

competente (Hoare 1972).

Para Trypanosoma, en el hospedero se presentan Tripomastigotes libres en sangre,
cuando un vector muerde a un hospedero infectado adquiere estos Tripomastigotes. Ya
dentro del vector los Tripomastigotes se diferencian en Epimastigotes que luego se
multiplican por fision binaria en el intestino medio. En esta fase se da un crecimiento de la
infeccion, luego los Epimastigotes migran hacia el intestino posterior donde algunos se
adhieren a la pared intestinal mientras que otros se diferencian a Tripomastigotes
metaciclicos que son excretados por las heces y las gotas de orina del vector (Schaub y
Losch 1988). Posteriormente el vector muerde a otro hospedero y los Tripomastigotes

metaciclicos presentes entran por alguna mucosa o por la misma herida causada por la
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mordedura cuando el individuo se rasca y las heces depositadas por el vector entran en
contacto con la herida. Ya dentro del hospedero los Tripomastigotes metaciclicos ingresan
a las células en donde se transforman en Amastigotes que se dividen por fision binaria y

producen un estado pseudocistico en las células.

Estos Amastigotes se pueden diferenciar en Tripomastigotes que se liberan a la
sangre e infectan otros tejidos cerrandose asi el ciclo. El método de infeccion tradicional es
por la contaminacion de una herida o mucosa con heces de un vector infectado pero existen
otras formas de infeccion atipicas como: transmision congénita, transfusiones con sangre
infectada, transmision oral por ingesta, transmision por leche materna, entre otros (Pipkin

1969, Miles 1979, Schaub 1988).

Para Leishmania el ciclo es un poco diferente, partiendo desde el mismo sitio en la
sangre del hospedero lo que hay libre son células pseudocisticas (ej. macrofagos) infectadas
con Amastigotes, el vector se alimenta de la sangre del hospedero y adquiere estas células
infectadas. Ya dentro del vector hay una migracion del parésito junto con la sangre ingerida
hacia la seccion abdominal del intestino medio en donde se forma una membrana
peritrofica que engloba la sangre. En esta etapa los Amastigotes se dividen antes de
convertirse en Promastigotes. Luego estos Promastigotes escapan ya sea por una apertura
anterior de la membrana peritrofica o cuando la misma se destruye cuando inicia el paso de
la sangre al ileon. Aqui los Promastigotes se adhieren a la pared del intestino medio que
esta recubierto de micro vellosidades. Aqui se da una extensa division por fisioén binaria,
para posteriormente migrar hacia la parte toracica del intestino medio y de ahi pasar a
faringe en donde se adhieren a la misma mediante hemidesmosomas. De aqui los
Promastigotes pasan a la proboscide donde son transmitidos al hospedero cuando el vector
se alimenta en donde los Promastigotes son fagocitados y se convierten en amastigotes

cerrando asi el ciclo (Killick-Kendrick 1979).

Vectores

Un vector puede definirse como cualquier agente animal que es capaz de transmitir
un patégeno (o parasito para el caso de Leishmania y Trypanosoma) a algiin hospedero
potencial (Schmidt y Roberts 1977, Porta 2008). El conocer los vectores de la enfermedad

es sumamente importante ya que en muchos casos el control tradicional epidemiolédgico que
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se hace sobre las mismas es a nivel de las poblaciones de vectores. Varios trabajos se han

dado a la tarea de encontrar los vectores de cada uno de estos parasitos.

En el caso de la Leishmania, se conoce que el principal vector en México es
Lutzomyia olmeca mientras que para Suramérica generalmente se asume que el principal
vector es Lutzomyia longipalpis; aunque se conocen gran cantidad de especies que pueden
ser vectores del parasito pero cuyo papel atin no es claro (Killick-Kendrick 1979, Lampo et
al. 2000, Lainson et al. 2001, Organizacion Panamericana de la Salud 2009, Gonzalez et al.
2011). Ademas algunos modelos de cambio climatico demuestran como incluso en el
escenario mas conservador posible las distribuciones tanto de los vectores como de los
posibles reservorios podrian ampliarse de forma significativa con la posibilidad de que

ambos lleguen incluso a la parte sur de Canada (Gonzélez et al. 2010).

Para Trypanosoma es bien conocido que los vectores principales son las chinches
pertenecientes a la familia Reduviidae y mas especificamente de la subfamilia Triatominae.
En México se conoce de 33 especies que pueden funcionar como vectores de Trypanosoma
(Galvao et al. 2003). De todas estas, se sabe que las mas comunes son Triatoma barberi, T.
dimidiata, T. phyllosoma, T. longipennis, T. mazzotti, T. pallidipennis y T. picturata (Lent y
Wygodzinsky 1979, Zarate y Zarate 1985, Magallon-Gastélum et al. 1998, Martinez-Ibarra
et al. 2001). Es relativamente comlin encontrar a los triatominos viviendo dentro de las
viviendas en zonas rurales (Guhl 1999). Este hecho representa un gran factor de riesgo para
los habitantes de la vivienda y la mayoria de las campanas de erradicacion se han centrado
al hecho de eliminar estos vectores de las zonas urbanas y peri-urbanas (Organizacion

Panamericana de la Salud 2010).

Métodos de infeccion de doble via

Para Leishmania un estudio realizado en Venezuela demostré como Lutzomyia
longipalpis puede alimentarse de la sangre de murciélagos con facilidad (Lampo et al.
2000). Este es un dato importante ya que demuestra que de tener el parasito, los
murciélagos pueden transmitirlo a los vectores. En un estudio en Colombia se demostro
como mas de 21 especies de murciélagos neotropicales pueden actuar como reservorio de

Trypanosoma indiferentemente de sus habitos alimentarios, aunque el estudio no hace
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inferencia a si alglin gremio tiene una propension mayor de ser portador del parasito

(D'Alessandro y Barreto 1985).

Para Trypanosoma, también se demostro que realmente los murci¢lagos son una
fuente de la cual los vectores pueden alimentarse, y adquirir asi los parésitos (Thomas et al.
2007). Este hecho es sumamente importante ya que es la prueba concisa de la importancia
que pueden tener los murci¢lagos como reservorio de la enfermedad. Ademas, este mismo
estudio probo que tanto mediante la ingesta de los vectores infectados como mediante la
inoculacidn intra-gastrica de subproductos de vectores infectados, los murciélagos
adquirian los parasitos. El conocimiento de los ciclos de vida y de los métodos de infeccion

es crucial para generar estrategias de manejo y prevencion de las enfermedades.

Importancia de los reservorios silvestres

Cuando una relacion parasito-hospedero es relativamente antigua; se espera que
existan equilibrios estables que favorezcan caracteristicas adaptativas de las dos especies.
Esto generalmente resulta en una infeccidon asintomatica y con poca o casi ninguna
manifestacion patogénica (Lainson y Shaw 1979, Ashford 2000, Lainson et al. 2001).
Cuando las presas usuales escasean, entonces los vectores se alimentaran de los huéspedes
no tradicionales disponibles. Ya que entre los huéspedes no tradicionales y los pardsitos no
existe una relacion parasitica afinada, es aqui donde se dan las manifestaciones mas

virulentas de las enfermedades.

Dentro de la epidemiologia cada vez es mas importante estudiar como las relaciones
entre los parasitos y los hospederos responden a los cambios en la estructura del paisaje.
Algunos estudios han probado de forma fehaciente como al disminuir la cobertura boscosa,
y por ende la composicion de la comunidad animal de un sitio, se registra un aumento en la
prevalencia de los parasitos en las especies que permanecen en los sitios fragmentados o
deforestados (Ostfeld y Keesing 2000, Chivian 2001, Dobson et al. 2006, Keesing et al.
2006). Esto se ha probado muy bien en diversos sistemas con roedores y hantavirus
(Ruedas et al. 2004, Suzan et al. 2009), con monos y nematodos (Chapman et al. 2005,
Gillespie et al. 2005, Gillespie y Chapman 2006, 2008) y de manera evidencial se tiene
informacion que este mismo efecto se puede observar con murci¢lagos y Trypanosoma

(Cottontail et al. 2009); estos son los efectos de la pérdida de habitat sobre los equilibrios
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de las enfermedades. Otro fendmeno relacionado es el efecto de dilucion y su fundamento
basico es que cuando disminuye la diversidad y la riqueza de especies de un sitio, la
prevalencia de los parasitos en los organismos que permanecen en las comunidades en
sitios con alto grado de impacto antropogénico (las especies que podrian ser consideradas
generalistas) tienden a tener prevalencias mayores en los mismos. Esto se puede explicar
de manera sencilla ya que al mismo tiempo que disminuyen las poblaciones de las especies
que requieren de hébitats mas pristinos, las poblaciones de especies generalistas tienden a
aumentar. Si al mismo tiempo, dichas especies son mas susceptibles o de alguna forma
mejores transmisores o reservorios de los parasitos entonces se da un aumento en las

prevalencias generales en cada tipo de hébitat.

La importancia de la biodiversidad como un elemento importante en el control de
las enfermedades ha sido relegada por muchisimo tiempo y su papel es transcendental para
el control efectivo de las enfermedades. Algunos esfuerzos han tratado de crear conciencia
de como la defaunacién y la pérdida de habitat podria representar un riesgo epidemioldgico
en algunas enfermedades, sin embargo estos esfuerzos son aislados y escasos (Patz et al.
2000, Patz et al. 2004, Dirzo et al. 2014). Es importante que los estudios futuros analicen a
profundidad la relacion entre la prevalencia de enfermedades y los disturbios
antropogénicos, el enfoque tradicional de buscar enfermedades por el simple hecho de
buscarlas debe cambiar y considerar las enfermedades como un sistema complejo y que

debe ser estudiado desde todas las aristas posibles.
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Objetivos

Objetivo general:

Determinar la prevalencia de Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana en los
murciélagos Sturnira parvidens y Carollia sowelli en condiciones conservadas y

perturbadas en un sitio con perturbacion antropogénica en el sur de México.
Obijetivos especificos:

1. Indagar si existe alguna relacion entre la perturbacion antropogénica y la
prevalencia de Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana en los murciélagos.
2. Determinar si el tipo de refugio tiene alguna influencia en la prevalencia de uno u

otro parasito en los murciélagos.

Hipotesis

1. La prevalencia de ambos parasitos (Leishmania mexicana y Trypanosoma cruzi) es
mayor en las zonas con perturbacion antropogénica que en el continuo de bosque

2. Sturnira parvidens tiene una mayor prevalencia de Leishmania mexicana que
Carollia sowelli ya que al vivir principalmente en el follaje esta mas expuesto a los
vectores de esa enfermedad.

3. Carollia sowelli tiene una mayor prevalencia de Trypanosoma cruzi que Sturnira
parvidens ya que al vivir principalmente en cuevas y arboles huecos esta mas

expuesto a los vectores de esa enfermedad.

Predicciones

De acuerdo a las hipotesis las predicciones son que la prevalencia global de ambos
parasitos sea mayor en las zonas con perturbacion antropogénica que en las regiones del
continuo de bosque. En cuanto a las especies, se espera que la prevalencia de L. mexicana
sea mayor en los individuos de la especie S. parvidens que en C. sowelli mientras que para
T. cruzi se espera el caso inverso pero siempre respetando las tendencias de la hipotesis
uno, en donde la prevalencia dentro de cada especie también son mayores en los hébitats

perturbados.
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Meétodos

Sitio de estudio

La Selva Lacandona se encuentra en el este de Chiapas, México, abarca alrededor
de 1,5 millones de hectareas y el tipo de vegetacion primaria es bosque tropical lluvioso
(Medellin 1994). El area boscosa de la selva se ha reducido en dos tercios en 40 afos, s6lo
alrededor de 500.000 hectareas permanecen en pie. Actualmente, la Reserva de la Biosfera
Montes Azules (que representa un 0,16% del territorio total de México) contiene la mayoria
de los de los remanentes de bosque de la region; alrededor del 90% de sus 331.200 hectareas
estan cubiertas de bosque. El sitio especifico de trabajo es el ejido Boca de Chajul ubicado
muy cerca de la frontera con Guatemala. Este ejido se encuentra delimitado entre los ejidos

de Loma Bonita y Playon de la Gloria.
Seleccion de parcelas

Para la seleccion de los sitios se establecieron dos categorias: zonas conservadas y
zonas con perturbacion antropogénica. Como zona con perturbacion antropogénica se
considerd aquellos fragmentos de bosque que se encuentran inmersos en la matriz

perturbada del ejido y que estuvieran al menos a 2 kilémetros lineales del borde del bosque.

Salidas de campo

Se realizaron en total tres salidas de campo, la primera en junio-julio del 2012, la
segunda en noviembre del 2012 y la tercera en marzo del 2013. En cada salida se visito al
menos dos veces cada una de las parcelas fijas en noches no consecutivas. Se utilizaron seis
redes de niebla para la captura de los animales durante al menos cuatros horas por noche
empezando media hora antes del anochecer. Se identificé taxondémicamente a todos los
murciélagos capturados in situ utilizando la clave de campo para la identificacion de las
especies de murciélagos de México de Medellin y colaboradores (2008). A todos los
especimenes capturados se les tomaron datos basicos de captura que incluian; largo del
antebrazo, peso, categoria de edad (sensu Brunet y Rossinni 2009 que divide a los animales
en tres categorias de acuerdo a la osificacion de las falanges en juveniles, subadultos y
adultos) y el estado reproductivo determinado mediante palpacion del vientre y observacion
del estado de los pezones en hembras y la posicion de los testiculos en los machos

(abdominales o escrotados). Todos los individuos, excepto los pertenecientes a las especies
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Carollia sowelli y Sturnira parvidens, fueron liberados esa misma noche y en caso de que
alguno de los animales mostrara signos de debilidad eran alimentados con jugo de mango

mediante el uso de una jeringa de 5 mL sin aguja.

Identificacidn de los parasitos
La presencia de ambos parasitos en los murciélagos se determin6 mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis de los fragmentos amplificados en

un gel de agarosa.

Toma de muestras

Los individuos pertenecientes a las especies de interés para esta tesis, eran
cuidadosamente transportados a la estacion de campo en donde se alimentaban con jugo
natural de mango para posteriormente realizar las disecciones en un periodo nunca mayor a
seis horas después de la captura. Cada animal recibi6 un codigo continuo por especie con el
cual se identificaron todas las muestras provenientes de un mismo individuo seguido por
dos letras que determinaban el 6rgano contenido y el medio de conservacién (etanol o
formol). Para este estudio solo se tomaron muestras de tejido de machos adultos y de
hembras adultas inactivas, se excluyeron los juveniles y las hembras en periodo de
gestacion o lactancia. Solo se colectaron hembras prefiadas en caso de que tuvieran lesiones
similares a Leishmaniasis cutanea. Los animales fueron eutanasiados mediante la inyeccion
de una dosis pequefia de Pentobarbital aplicado via intraperitoneal con una jeringa de 5 mL
siguiendo los protocolos de la American Society of Mammalogist (ASM) (Sikes et al.
2011). De cada animal eutanasiado, se tomaron muestras de: higado, corazén, bazo y piel
de la membrana alar. Las muestras se tomaron extrayendo cada 6rgano y dividiéndolo en
cuatro porciones de igual tamafio. Dos porciones de la muestra de cada 6rgano se conservo
en un tubo Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de formol al 10% y las otras 2 en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de etanol grado reactivo 70% con agua inyectable, para la

extraccion de ADN.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizo en las instalaciones del Laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Unidad de Investigacion en Medicina Experimental de la

Facultad de Medicina, UNAM. Unicamente se realizo la extraccion del ADN de las
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muestras de bazo y de corazdn. Para la extraccion de los acidos nucleicos se utilizo el
DNeasy® Blood and Tissue kit (QIAGEN, Alemania, No. de catdlogo 69506). Dicho kit
utiliza el método de extraccion de ADN mediante una etapa previa de lisis de las muestras
utilizando un buffer de lisis y proteinasa K y luego la purificacion de los acidos nucleicos
mediante el uso de mini columnas con membrana de Silica-Gel para la posterior elucion de
los 4cidos nucleicos en el buffer AE que se compone basicamente de Tris 10 mM - EDTA 1
mM. Posteriormente, se hizo una analisis del ADN total utilizando un Nanodrop 2000C
(Thermo Scientific, EUA) para determinar la concentracion y pureza del ADN. Las

muestras se almacenaron a -20°C para asegurar su integridad.

Amplificacion del ADN de los parasitos mediante PCR

Con el fin de detectar el ADN de los parasitos en los 6rganos de los animales
colectados, se realizo una PCR utilizando los oligonucleétidos disefiados por Kato y
colaboradores (2005) para la deteccion del género Leishmania: LMC-1S 5'-
CTRGGGGTTGGTGTAAAATAG-3" y LMC-1R 5-TWTGAACGGGRTTTCTG-3"
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y para Trypanosoma cruzi utilizamos los
oligonucleotidos S121 5'-AAATAATGTACGGG[T/G]JGAGATGCATGA-3"y S122 (5'-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3" (Diez et al. 2008). La determinacion de
Leishmania se realiz6 tanto para corazoén como para bazo; mientras que el analisis de
Trypanosoma se realizé solo en corazon. Como control positivo para el diagnostico de
Leishmania se utilizo ADN de la cepa MHOM/MX/84/SET GS y para Trypanosoma el
control positivo fue ADN de la cepa NINOA.

Mezcla de reaccion
Mezclamos en un tubo de 0.25 mL , 25 uL. de Master mix QIAGEN, (QIAGEN,

Alemania, No. de catadlogo 201445), 100 ng de los oligonucledtidos respectivos, 1uL de
ADN de cada una de las muestras (300 ng) y agua libre de DNasa para aforar el volumen de
reaccion a un total de 50 uL. E1 Master Mix contiene todos los elementos necesarios para la
reaccion de PCR: ADN Taq polimerasa, buffer de PCR, MgCl. y los dNTPs necesarios

para la elongacion de la cadena de ADN.

Condiciones de amplificacion
Leishmania. Se colocaron los tubos Eppendorf de 0.25 mL conteniendo la mezcla de

reaccion en el termociclador Perkin Elmer 2720 (EUA). Se realizo una amplificacion del
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ADN mediante 30 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C. Los ciclos son
precedidos por un ciclo de 5 min a 94°C vy al finalizar, un ciclo de extensién de 7 min a

72°C (Kato et al. 2005).

Trypanosoma: Se colocaron los tubos Eppendorf de 0.25 ml conteniendo la mezcla de
reaccion en el termociclador Perkin Elmer 2720 (EUA). Se realiz6 una amplificacion del
ADN mediante 30 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a 60°C y 1 min a 72°C. Los ciclos son
precedidos por un ciclo de 3 minutos a 94°C y al final un ciclo de extension de 7 minutos a

72°C (Diez et al. 2008).

Electroforesis en geles de agarosa
Se analizaron los productos del PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al

1.5% en TAE 1x a 80V. Los geles se tifieron con Syto 60 y se revelaron utilizando un
scanner Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) a una longitud de onda de 700
nm. En este gel se observaron las bandas de ADN y se compararon con las obtenidas con el

control positivo para determinar los individuos infectados con cada uno de los parasitos.

Analisis de datos

Calculamos el esfuerzo de captura por sitio estandarizando el muestreo por horas
red, donde una hora red equivale a una red de 6m de largo por 2.5m de alto abierta durante
una hora. Para evaluar la diversidad, se construyo¢ el indice de diversidad de Shannon-
Wiener y se calcul6 la equitatividad (J=H/H’) para cada uno de los tipos de habitat tomando
como réplicas cada uno de los sitios de muestreo (3) dentro de cada tipo de habitat. Se
construyeron curvas de rango abundancia para determinar la dominancia en cada tipo de
habitat. Los andlisis de diversidad se realizaron utilizando el programa PAST v2.7

(Hammer et al. 2001).

Para el andlisis del efecto de la diversidad y la riqueza de especies sobre la
prevalencia de L. mexicana realizamos regresiones lineales entre la prevalencia
transformada con la funcion raiz cuadrada y la riqueza de especies (s) y el indice de
dominancia (d). Para analizar si existe una prevalencia diferencial entre ambas especies se
utilizé una prueba de Shapiro-Wilks primero para constatar la normalidad de los datos y
luego una prueba de Mann-Whitney U para explorar las diferencias en la prevalencia por

especie.
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Resultados

Diversidad
El promedio de horas red por sitio fue de (180+£54) con un total de 623 horas red

para el bosque y 630.8 horas red para las zonas perturbadas. Se capturaron un total de 537
murciélagos de 29 especies distintas distribuidos de forma no homogénea entre los dos
tipos de habitat; 12 de estas especies fueron exclusivas del bosque mientras que solo hubo
dos especies que unicamente se encontraron en las zonas perturbadas (Tabla 1). La
efectividad de captura fue de 0.029 individuos/m’hr. La especie mas abundante en los sitios
de bosque correspondi6 a Artibeus jamaicensis mientras que en los fragmentos la especie
mas abundante fue Carollia sowelli. En las curvas de rango-abundancia se muestra como
existen en los fragmentos cuatro especies dominantes en los sitios mientras que en la curva
de rango abundancia del bosque se ve una distribucion mas equitativa entre las especies
(Figura 1). El indice de Shannon-Wiener muestra como el bosque (H=2.28+0.09) tiene una
diversidad mayor que las zonas con perturbacion (H=1.77+0.39) y esta diferencia es mayor
que la esperada por el azar (t=6.18; gl=526.96; p<0.001). De la misma forma, el bosque
(J=0.77) tiene una distribucion mas equitativa de las especies que la zona perturbada
(J=0.69) y al realizar un bootstrap de 1000 aleatorizaciones, esta diferencia es mayor que la

esperada por el azar (p<0.005).
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Figura 1. Curvas de rango-abundancia para las especies de murcié¢lagos de los sitios de bosque y de las zonas
perturbadas en la region de Marqués de Comillas y la reserva de la biosfera de Montes Azules 2012-2013. Los
numeros en el eje horizontal representan las especies ordenadas seglin sus rangos de abundancia y los valores
en el eje vertical la proporcion del total de individuos capturados en ese habitat que corresponden a cada
especie.
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Tabla 1. Lista de especies de murciélagos de los sitios de bosque y de las zonas perturbadas en la region de

Marqués de Comillas y la reserva de la biosfera de Montes Azules 2012-2013.

Especie Familia Subfamilia Bosque Zona con
perturbada
Carollia perspicillata Phyllostomidae Carollinae 12 51
Carollia sowelli Phyllostomidae Carollinae 33 69
Desmodus rotundus Phyllostomidae Desmodontinae 12 1
Lichonycteris obscura ° Phyllostomidae Glossophaginae 0 1
Glossophaga commissarisi Phyllostomidae Glossophaginae 2 2
Glossophaga soricina Phyllostomidae Glossophaginae 3 7
Chrotopterus auritus * Phyllostomidae Phyllostominae 1 0
Lophostoma evotis * Phyllostomidae Phyllostominae 1 0
Lonchorhina aurita * Phyllostomidae Phyllostominae 3 0
Mimon cozumelae * Phyllostomidae Phyllostominae 5 0
Tonatia saurophila * Phyllostomidae Phyllostominae 6 0
Micronycteris microtis ° Phyllostomidae Phyllostominae 0 1
Dermanura tolteca * Phyllostomidae Stenodermatinae 1 0
Vampyrodes major * Phyllostomidae  Stenodermatinae 2 0
Sturnira hondurensis * Phyllostomidae ~ Stenodermatinae 3 0
Centurio senex * Phyllostomidae Stenodermatinae 3 0
Platyrrhinus helleri * Phyllostomidae  Stenodermatinae 11 0
Dermanura watsoni Phyllostomidae Stenodermatinae 15 1
Vampyressa thyone Phyllostomidae Stenodermatinae 1 2
Uroderma bilobatum Phyllostomidae  Stenodermatinae 5 3
Dermanura phaeotis Phyllostomidae ~ Stenodermatinae 6 4
Artibeus jamaicensis Phyllostomidae ~ Stenodermatinae 64 9
Artibeus lituratus Phyllostomidae ~ Stenodermatinae 60 39
Sturnira parvidens Phyllostomidae  Stenodermatinae 26 42
Moormops megalophylla * Mormoopidae - 1 0
Pteronotus parnellii Mormoopidae - 16 2
Bauerus dubiaquercus Vespertilionidae Antrozoinae 2 5
Myotis nigricans Vespertilionidae ~ Vespertilioninae 1 1
Noctilio leporinus * Noctilionidae - 2 0

Las especies exclusivas de la zona perturbada estdn denotadas con el simbolo (°) mientras que las exclusivas
de la zona conservada estan denotadas con (*).
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Identificacion de los parasitos
De los 537 murciélagos colectados, 124 fueron analizados mediante PCR para la

identificacion de parasitos, 83 C. sowelli, 41 S. parvidens, distribuidos de forma no
equitativa entre los sitios de colecta y las especies. Al realizar la extraccion y amplificacion
de los tejidos en busqueda de los parasitos, obtuvimos una prevalencia general de 8.87%
para L. mexicana (11 de 124 individuos) y de 1.60% para T. cruzi (2 de 124 individuos).
En las detecciones para L. mexicana, en 5 individuos el 6rgano positivo fue el bazo, en 5
individuos el corazon y solo en un individuo (S025) ambos 6rganos resultaron positivos
para el parasito. Para T. cruzi la deteccion solo se realizé en el tejido cardiaco y se
identificaron solo dos individuos infectados, ambos de la especie C. sowelli. S6lo un
individuo presentd una doble infeccion (C044) en donde la deteccion por PCR de ambos
parésitos fue positiva para el tejido cardiaco. El resumen de todos los animales colectados y

analizados se encuentra en el anexo 1.

Leishmania mexicana
Al analizar los resultados por tipo de héabitat encontramos que en la zona perturbada

hay un mayor ntimero de individuos infectados con L. mexicana que en los sitios de bosque
y la prevalencia de la zona fragmentada (13.94%) es mayor que en la zona conservada
(6.83%). Sin embargo, dicho patrén no es claro cuando analizamos las muestras tomando
en cuenta los diferentes sitios dentro de cada tipo de habitat como réplicas y la desviacion
estandar, en gran parte debido a que la presencia de sitios sin animales infectados,

enmascaran completamente el efecto del tipo de habitat (t=0.95; gl=4; p<0.05).

El efecto de la riqueza de especies sobre la prevalencia muestra una tendencia
decreciente con el aumento de la primera variable (figura 2), es decir, al aumentar la
riqueza de especies disminuye la prevalencia de L. mexicana en los murciélagos de ese
sitio; sin embargo, dicha relacion no difiere de lo esperado por el azar (R?=0.08; F=0.37;
gl(wotalerron=4/5; p<0.05). De manera contraria analizamos que el efecto del indice de
dominancia tiene una relacion positiva, sin embargo dicha relacion tampoco difiere de lo
esperado por el azar (R?>=0.01; F=0.06; glotaverron=4/5; p>0.05). Es necesario aclarar que
ademas de no ser relaciones estadisticamente significativas, dichos efectos son sumamente
pequeiios como se nota por los bajos valores de R? (0.08 para la riqueza de especies y 0.01

para la dominancia).
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Figura 2. Relacion lineal entre la raiz cuadrada de la prevalencia y la riqueza de especies de cada sitio en la
region de Marqués de Comillas y la reserva de la biosfera de Montes Azules 2012-2013. Los tridngulos
representan a los sitios del habitat perturbado mientras que los circulos los del habitat conservado.

En términos de las diferencias en la prevalencia de L. mexicana entre las 2 especies
(encontramos que no existen diferencias significativas entre especies a nivel global segun la
prueba de Mann-Whitney U (n12=5/6; m12=0.08/0.19; W=34; p>0.05); se utiliz6 dicha
prueba no paramétrica ya que los datos no se comportan de forma normal segun la prueba

de Shapiro-Wilks (n=11; m=0.13; W=0.81; p<0.05).

Trypanosoma cruzi
La prevalencia global de T. cruzi es de 1.6%; en términos de las especies, los Ginicos

dos individuos que dieron positivos para el parasito pertenecian a una sola especie: C.
sowelli. Ambos individuos (C044 y C038) fueron colectados en uno de los fragmentos: Flor
de Marqués. Este era uno de los fragmentos mas pequeios y estaba completamente rodeado
de zonas perturbadas. Debido a que ambos individuos infectados son de la misma especie y
del mismo sitio, es imposible analizar si existen diferencias por especie y por tipo de hébitat
Al calcular la prevalencia de T.cruzi para C. sowelli es de 2.38% (2 de 83 individuos) y la
prevalencia por tipo de habitat es de 0% (0 de 46 individuos) para la zona conservada y de

2.56% (2 de 78 individuos) para la zona perturbada.
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Discusion
Diversidad

Los bosques tropicales tienen una alta diversidad de murciélagos y la Selva
Lacandona no es la excepcion. Esto no es una conclusion nueva ya que numerosos estudios
realizados en la zona demuestran cémo es una zona con alta riqueza de especies de
murci¢lagos y como estos son de una u otra manera sensibles a los cambios de uso de suelo
y a las perturbaciones de origen antropogénico (Medellin et al. 2000, Ceballos et al. 2005).
Medellin (1994) estima que la riqueza total de especies de murcié¢lagos de la Selva
Lacandona ronda las 64 especies y con algunas actualizaciones a la lista de dicho autor
(Escobedo Morales et al. 2005, Escobedo Morales et al. 2006) la region alcanza un total de
86 especies; sin embargo, este nimero incluye también a los murciélagos insectivoros
acreos los cuales son relativamente raros de capturar con la técnica utilizada en este

estudio.

Los resultados de este estudio muestran claramente como los sitios conservados son
significativamente mas diversos que los que se encuentran dentro de la matriz perturbada
del municipio de Marqués de Comillas. Hay 12 especies exclusivas del bosque y solo 2
especies exclusivas de la zona perturbada. Dentro de estas especies exclusivas del bosque,
encontramos especies que son claros indicadores de una buena calidad del ecosistema como
lo son los 5 murciélagos de la Subfamilia Phyllostominae (Medellin et al. 2000) y un
murci¢lago pescador. Estas especies por sus historias de vida particulares son dependientes
del bosque tropical pristino y su presencia en nuestros sitios de bosque da evidencia
concreta de que estos sitios representan realmente ecosistemas conservados en la dimension
de los murciélagos. Cabe aclarar, que esto no implica que en dicha zona no existan
presiones antropogénicas como la caceria, sino mas bien habla sobre el estado general del
ecosistema en su parte estructural y de los estadios de sucesion. Los murciélagos sufren las
consecuencias de la presion antropogénica principalmente en términos de pérdida de habitat
y vandalizacion de los refugios (Mickleburgh et al. 2002); sin embargo, para la region
Neotropical la caceria directa no representa realmente un factor de riesgo como lo es en las

regiones del Paleotropico (Kingston 2010, Jacques et al. 2012).

Con respecto a las especies dominantes nuestros resultados son consistentes por lo

encontrado por otros autores en otras regiones con bosque humedo tropical como Yaxchilan
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(Escobedo Morales et al. 2005) y Los Tuxtlas (Estrada et al. 1993) en donde las especies
dominantes son similares (Artibeus jamaicensis, Carollia sowelli (=C.brevicauda),
Sturnira parvidens (=S. lilium)). En la region adyacente de Guatemala, no existen estudios
sobre las comunidades de murci¢lagos y aunque la conectividad en algunos puntos es

limitada, no es extrafio pensar que el patron se mantenga a lo largo de la region.

Durante el estudio se capturd una especie de la cual solo se conocia un registro para
la Selva Lacandona, Lichonycteris obscura. Esta es una especie rara y de los pocos datos
que se tienen sobre sus patrones de movimiento se sabe que en Costa Rica esta especie es
estacional y solo fue encontrada dentro del bosque cuando habia picos estacionales de
produccion de néctar (Tschapka 2004). Esta especie se refugia en cavidades de troncos
caidos con estados de descomposicion que varian de moderado a avanzado (Villalobos-
Chaves et al. 2013). Sin embargo, debido a su pequeinio tamafio Tschapka (2004) sugiere
que esta especie posiblemente tiene un patrén de movimiento nomada en donde permanece
por poco tiempo en un mismo sitio. El hallazgo de esta especie exclusivamente en un sitio
de la zona perturbada coincide con los datos del primer registro ya que Medellin y
colaboradores (2000) también reportan la presencia de esta especie solo en los campos de
cultivo de la misma region. Sin embargo, en una visita posterior a la zona de Montes
Azules, una hembra de L. obscura (Viquez-R, datos no publicados) fue capturada en las
cercanias de la estacion Chajul dentro de la matriz del bosque y Tschapka (2004) también
captur6 esta especie dentro del bosque en la Selva, Costa Rica, lo cual parece indicar que

esta especie sigue un patron némada.

Cuando analizamos las curvas de acumulacion de especies y las curvas de rango
abundancia vemos también patrones consistentes con los resultados anteriores; en el bosque
la dominancia es mucho menos marcada que en la zona perturbada, lo que indica que hay
una distribucion mas equitativa de las especies. Esto esta respaldado también por la medida
de equitatividad (indice J) el cual es significativamente mayor en el bosque que en la zona
perturbada. Tomando en cuenta todos los resultados del componente de biodiversidad
llegamos a un mensaje muy claro: bajo el marco de este proyecto, si existen diferencias
importantes entre la comunidad de murciélagos de los sitios conservados y la comunidad de

murciélagos de la zona perturbada.
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Prevalencia de L. mexicanay T. cruzi

Ambos parasitos tiene prevalencias globales bajas (1.60% para T. cruzi y 8.87%
para L. mexicana) en comparacion con otros estudios. En Artibeus jamaicensis en el
sistema de islas del Canal de Panama, Cottontail y colaboradores (2009) encontraron una
prevalencia global de T. cruzi de un 10.2% mientras que otro estudio en México, encontro
un 0% de prevalencia en murciélagos de la region de Chalcatzingo, Morelos (Ramsey et al.
2012). Para L. mexicana, (Berzunza-Cruz et al. 2015) reportan una prevalencia de 10.87%
para el estado de Chiapas, lo cual nos da una diferencia de alrededor de 2% entre nuestros
resultados y los del estudio mas reciente en la region. La marcada diferencia en la
prevalencia de T. cruzi es sumamente interesante ya que entre el estudio de Panama y

nuestro estudio hay una diferencia de méas de 8 puntos porcentuales.

Nuestra hipdtesis planteaba un escenario en donde la pérdida de diversidad y una
disminucion en la riqueza de especies explicarian parcialmente la prevalencia de ambos
parasitos en las dos categorias de habitat; sin embargo, aunque la relacion entre la
prevalencia de L. mexicana y la riqueza de especies de cada uno de los sitios muestra un
tendencia congruente con la hipotesis del efecto de dilucion (Ostfeld y Keesing 2000,
Keesing et al. 2006, Suzan et al. 2009), dicha tendencia no es significativamente distinta de
lo esperado por azar. Si lo analizamos solo a nivel de los porcentajes de murci¢lagos
infectados vemos que la prevalencia en los sitios de hébitat perturbado es casi el doble que
en los sitios de habitat conservado; sin embargo, al considerar los sitios como réplicas
dentro de cada tipo de hébitat dicho efecto pierde fuerza debido en gran parte a la alta
varianza en la prevalencia dentro de los sitios de un mismo tipo de habitat. Para T. cruzi el
patron es menos claro ya que solo se detectaron dos individuos infectados y ambos
pertenecian a la misma especie y provenian del mismo sitio de la zona perturbada; asi que
aunque la prevalencia es de 2.57% para la zona perturbada y de 0% para la zona
conservada, la falta de mas datos hace imposible explorar si los patrones son consistentes
en las diferentes categorias de habitat o si son productos de un sesgo de muestreo debido al

tamafio de las muestras.

Las dos hipotesis restantes trataban sobre la prevalencia diferencial entre las dos

especies de murciélagos, en gran parte explicado por las diferencias en sus sitios de refugio
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y el nivel de exposicion a los diferentes vectores que implicaba esta seleccion de refugio
(ver seccion: Especies seleccionadas para este estudio) en donde esperdbamos una
prevalencia mayor de L. mexicana para S. parvidens en comparacion con C. sowelli y un
patron inverso (es decir, prevalencia C. sowelli > prevalencia S. parvidens) para T. cruzi .
Para ambos casos las tendencias de prevalencia globales coinciden con nuestras hipotesis,
sin embargo, debido a la alta varianza entre sitios, estos resultados no son diferentes del
azar. Para L. mexicana la prevalencia de S. parvidens es mas del doble (19% contra 8%)
que en C. sowelli, de la misma forma, para T. cruzi la prevalencia es mayor en la especie
que esperabamos de acuerdo a nuestras hipotesis, donde so6lo hubo individuos infectados en
la especie C. sowelli (2.38%) contra una prevalencia de 0% en S. parvidens. Existe una alta
variacion intra e interespecifica de la prevalencia de ambas enfermedades y con el tamafio
de muestra utilizado en este estudio es dificil atribuir dichas diferencias a las caracteristicas
ecoldgicas de las especies y menos atn explorar los patrones de cada una de las especies si
tomamos en cuenta el efecto del tipo de habitat. Un estudio en Yucatan demostrd que en
ratones existe una gran variabilidad en las tasas de infeccion y la prevalencia de Leishmania
spp. en diferentes reservorios a lo largo de cinco afios (Van Wynsberghe et al. 2009); para
roedores en Morelos este efecto de cambios anuales en las tasas de infeccion y prevalencia
también fue demostrado pero en este caso para T. cruzi (Ramsey et al. 2012). Puede que
este patron temporal esté presente en murciélagos por lo cual para estudios futuros es de

suma importancia tomar en cuenta esta heterogeneidad anual y temporal.

Hay multiples factores que pueden estar enmascarando los efectos tanto del habitat
como de la especie. Uno de los causales de los cuales no tenemos suficiente informacion es
la tasa de mortalidad de los animales infectados con Leishmania. Si las tasas de mortalidad
son sumamente altas, los individuos sobreviven poco tiempo y aunque si estan siendo
afectados por los parasitos es virtualmente imposible detectarlos porque mueren al poco
tiempo. Sabemos relativamente poco de la patogenia y la evolucion de la enfermedad en los
individuos infectados y esto es una de las principales interrogantes que debe ser estudiada
mas a profundidad para comprender de mejor forma la dindmica de la relacion parasito-

hospedero.
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Uno de los resultados mas interesante es la alta varianza en la prevalencia de L.
mexicana entre los diferentes sitios de cada tipo de habitat. Si bien es cierto que no existen
diferencias significativas a nivel de tipo de habitat, al ver mas de cerca los datos es facil
notar como en los sitios de bosque hay uno que se comporta de manera muy diferente a los
otros. Este sitio estaba localizado en el sendero La Ceiba, que se encuentra en una zona
sumamente inundable de la Selva Lacandona. En este sitio particular, durante los muestreos
fue evidente la gran cantidad de flebotomineos que habia en dicha zona y esto puede que
sea un factor importante que explique la alta prevalencia de L. mexicana en este sitio en
particular. En el ciclo de vida de los mosquitos de la subfamilia Phlebotominae, las
hembras depositan los huevos en suelos humedos y usualmente sobre materia organica en
descomposicion (Ximenes et al. 2001). Este sitio tiene condiciones que podrian considerar
ideales para los diferentes estadios de los vectores. Con el fin de mejorar la resolucion de
los estudios que buscan establecer relaciones entre la prevalencia de los parésitos y los
cambios en las caracteristicas del habitat, es necesario que el diseno experimental incluya
perfiles edafologicos y documentacion de las fuentes materia organica en descomposicion

(Porta et al. 1999).

Para este estudio, no tomamos en cuenta las poblaciones de los vectores de los
parasitos; sin embargo, la determinacion de la relacion entre las poblaciones de vectores y
las de los hospederos es vital para establecer los alcances de los estudios bajo el concepto
del efecto de dilucion (Ostfeld y Keesing 2000). Algunos estudios han proyectado como la
distribucion de los vectores cambiaria de acuerdo a los diferentes escenarios de cambio
climatico global (Gonzélez et al. 2010, Moo-Llanes et al. 2013), pero la mayoria de los
estudios de vectores de L. mexicana en México se han dado en la region de Campeche
(Rebollar-Tellez et al. 1996, Andrade-Narvaez et al. 2003, Rebollar-Tellez et al. 2005) y
algunos pocos en Chiapas (Pech-May et al. 2013) y Quintana Roo (May-Uc et al. 2011).
Un estudio en Guyana Francesa reportd un 0% de prevalencia de L. mexicana en
murciélagos (Rotureau et al. 2006); sin embargo, debido a un extenso periodo de lisis de las
muestras, esta ausencia de L. mexicana en los murciélagos puede deberse mas a un error en
el método usado para el aislamiento de los acidos nucleicos que una ausencia del parasitos

en los murciélagos.
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Para el caso de T. cruzi las prevalencias son bajas comparadas para los datos que se
tiene de murciélagos en Panama (10.2%) (Cottontail et al. 2009) y Colombia (9%)
(D’ Alessandro y Barreto 1985); sin embargo, un estudio reciente en Morelos encontrd una
prevalencia del 0% en murciélagos y una prevalencia en ratones que varid por especie entre
6-26% (Ramsey et al. 2012). Debido a estas diferencias importantes en la prevalencia de
Chagas en los diferentes paises, seria interesante estudiar mas a fondo si existe un patron
latitudinal en la prevalencia de T. cruzi en los murciélagos y contrastar dicho patrén con la

prevalencia en ratones.

El ciclo del T. cruzi es complejo y una gran cantidad de posibles reservorios han
sido previamente identificados, incluidos varios marsupiales (Deane 1964, Apt et al. 1987),
primates (Marinkelle 1966), murcié¢lagos (Marinkelle 1966, Marinkelle 1982, Cottontail et
al. 2009) y animales domésticos (Chapman et al. 1984). El como los ciclos selvaticos y
peri-domésticos de T. cruzi interactiian entre si sigue siendo una interrogante pero en el
caso de los vectores hay evidencia de que dichos ciclos pueden ser independientes (Apt et
al. 1987). Los datos obtenidos en este estudio demuestran la importancia investigar el papel

que juegan los ciclos silvaticos en los equilibrios dindmicos de las enfermedades.

Uno de los principales problemas para estudiar estas enfermedades es el alto
numero de especimenes que se necesitan recolectar y examinar para detectar la presencia de
los parasitos (Rotureau et al. 2006). Existen algunas otras técnicas menos invasivas para
realizar las detecciones como ELISA (Caballero et al. 2007, Quaresma et al. 2011) y frotis
sanguineos (Cottontail et al. 2009) que permitirian tomar muestras mas grandes y tener un
mejor poder deteccion de efectos. Sin embargo, estas pruebas muchas veces tienen
resolucion menor que la deteccion por PCR y un enfoque que se debe explorar en los
proximos estudios es la creacion de factor de correccion entre ambas pruebas para poder

tener muestras mas grandes pero sin perder poder de deteccion.

Parte del problema es que al tener valores de prevalencia tan bajos, es necesario
tener muestras muy grandes para poder detectar los efectos. Podemos calcular el poder
minimo de deteccion de un sitio de manera sencilla siguiendo la formula (poder=(1/n)*100;
donde n corresponde al total de individuos colectados en dicho sitio. Por ejemplo, si en un

sitio se colectan s6lo 10 animales, el poder de deteccion minimo de ese sitio es de
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(1/10)*100, es decir, la minima prevalencia que dicha muestra me permite detectar es de un
10% lo cual es insuficiente para las diferencias que estamos observando en este estudio. Si
tomamos los valores medios de cada tipo de habitat (6.83% para conservado y 13.94% para
perturbado) y los consideramos como si fueran los valores reales (es decir, el pu poblacional
y realizamos prueba de poder para determinar el tamafio de muestra minimo necesario para
detectar diferencias significativas entre esas 2 medias poblacionales necesitariamos al
menos 300 animales en comparacion con los 124 colectados en este estudio. Esto sin
considerar aun el efecto que tiene el factor de la especie. Bajo este concepto, es
recomendable que el poder de deteccion de al menos el doble que la prevalencia que
esperamos en un sitio; es decir si mi prevalencia esperada es de 10% mi poder de deteccion
debe de ser al menos dos veces mas poderoso (5%). Para este estudio 4 de los 6 sitios
tenian un poder de deteccion insuficiente para detectar la prevalencia minima de los

parésitos lo que apoya la necesidad de muestras mas grandes.

La importancia de los estudios de ecologia de las enfermedades en fauna silvestre ha
venido sido reconocida en los Ultimos anos (Suzan et al. 2012). Cada vez se publican mas
articulos y tesis que exploran los alcances de las enfermedades dentro de los ecosistemas
naturales; sin embargo, en muchos casos los estudios no toman en consideracion las
variables ecoldgicas y los procesos naturales que intervienen en la ecologia de las
enfermedades (Calisher et al. 2006, Rupprecht 2009). Los estudios como el presente deben
ser cada vez mas comunes en donde no solo se exploren las condiciones de infeccion sino
de qué manera las caracteristicas del ecosistema que rodea a dichas especies tienen un

efecto sobre los niveles de prevalencia de las enfermedades y sus ciclos.
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Conclusiones

Existen diferencias importantes entre la comunidad de murcié¢lagos de la zona
perturbada en el ejido de Marqués de Comillas y la reserva de la biésfera Montes Azules en
términos de composicion, equitatividad y riqueza de especies. Estos cambios en la
comunidad de murciélagos son un claro indicativo de que en la zona perturbada las
actividades humanas y los cambios en la estructura del ecosistema han tenido un impacto
significativo sobre la comunidad de murciélagos y los resultados muestran los patrones de
pérdida de diversidad descritos con anterioridad para la zona y para otros estudios en zonas

tropicales.

Nuestro estudio encontrd varios murciélagos de las especies Sturnira parvidens y
Carollia sowelli infectados tanto por Trypanosoma cruzi como por Leishmania mexicana y
sugiere un patrén de prevalencia diferencial de acuerdo a las condiciones del habitat, sin
embargo dicho patrén no es claro y es necesario tomar muestras mas grandes y que
consideren mejor la heterogeneidad de los sitios para tener una mejor resolucion de las
prevalencias. Un mayor numero de muestras y un disefio que tome en consideracion mas
variables locales de los sitios permitiria tener una mejor resolucion sobre los factores que
intervienen en el equilibrio de las enfermedades asi como se sabe de estos efectos en

ratones y en murciélagos.

Se debe seguir explorando el efecto que tiene la pérdida de biodiversidad y la
fragmentacion del habitat sobre los equilibrios y ciclos naturales de las enfermedades.
Ademas, se deben cuantificar en qué medida las actividades humanas y la pérdida de
habitat son factores determinantes en los ciclos de las enfermedades y como podemos no

solo resarcir el dafio sino también revertirlo.
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Anexo 1. Murciélagos colectados de los sitios de bosque y de las zonas perturbadas en la regién de Marqués de Comillas y la reserva
de la biosfera de Montes Azules 2012-2013. AB: tamafio del antebrazo en milimetros; Estado reproductivo: inactivo representa a los
macho no escrotados y las hembras no lactantes ni gestantes, mientras que test son los machos con testiculos escrotados; las letras en las
columnas de L. mexicana y T. cruzi representan los 6rganos positivos para ese individuo (corazon: C y bazo: B).

sitio habitat ID Sexo AB Estado_ codigo L T. .
Reproductivo mexicana cruzi
Astillero Chajul Zona C.sowelli  hembr 41 e C003
J Perturbada ’ ¢ a activo
Astillero Chajul Zona C.sowelli  macho 414 test C004
J Perturbada ' ’
Astillero Chajul Zona C.sowelli  macho 40,5 tost C005
Perturbada ' ’
Astillero Chajul Zona C.sowelli  macho 394 test C006
Perturbada ' ’
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli hembra 41 inactivo C007
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli macho 39,8 inactivo C008
Astillero Chajul L C.sowelli  macho 39 tost C009
Perturbada '
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli macho 40,2 inactivo C020
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli hembra 39,5 inactivo C021
. . Zona . . )
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli hembra 40,3 inactivo C045 C




Zona

Astillero Chajul Perturbada C. sowelli hembra 38,8 inactivo C046
Astillero Chajul Zona C. sowelli macho 40,8 inactivo Co047
Perturbada
Astillero Chajul Zona C.sowelli  macho 385 fest C060
Perturbada ' ’
. . Zona . . .
Astillero Chajul C. sowelli macho 39,2 inactivo Coel
Perturbada
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada C. sowelli hembra 39,6 inactivo C062
. . Zona . . .
Astillero Chajul C. sowelli macho 40,8 inactivo C063
Perturbada
Astillero Chajul Zona C.sowelli  macho 40 s C064
Perturbada '
Astillero Chajul Zona C. sowelli h test C100
J Perturbada ' macho ©s
Astillero Chajul Zona C. sowelli hembra 41,2 inactivo C101
Perturbada ' ’
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada S. parvidens | hembra 40,4 inactivo S020
. . Zona . . .
Astillero Chajul Perturbada S. parvidens macho 41,2 inactivo S021
El Siete Zona C. sowelli macho 41 inactivo C010
Conservada
El Siete Cone C. sowelli macho 39,1 inactivo Co11
Conservada
. Zona . . .
El Siete C. sowelli hembra 40,6 inactivo C012
Conservada
. Zona . . .
El Siete C. sowelli hembra 41,1 inactivo C021b
Conservada
El Siete Zona C. sowelli macho 41 inactivo C022
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Conservada
El Siete aene C. sowelli macho 39,3 inactivo C023
Conservada
. Zona . ) )
El Siete C. sowelli hembra 40,4 inactivo C024
Conservada
. Zona . . .
El Siete C. sowelli macho 40,9 inactivo C025
Conservada
. Zona . ) .
El Siete C. sowelli hembra 41,1 inactivo C026
Conservada
. Zona . . .
El Siete C. sowelli hembra 40,5 inactivo C027
Conservada
. Zona . ) .
El Siete C. sowelli macho 40,2 inactivo C028
Conservada
El Siete S C. sowelli macho 39,5 test C068
Conservada
. Zona . ) .
El Siete C. sowelli hembra 40 inactivo C069
Conservada
. Zona . . .
El Siete S. parvidens macho 38,9 inactivo S100
Conservada
Flor de Marqués Zona C. sowelli hemb 39,8 inacti C029
q Perturbada . embra , inactivo
Flor de Marqués 2955 C. sowelli hemb 41 inacti C030
q Perturbada . embra inactivo
, Zona . ) )
Flor de Marqueés Perturbada C. sowelli hembra 44,1 inactivo Co031
, Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada C. sowelli hembra 41,5 inactivo C032
, Zona . ) )
Flor de Marqués Perturbada C. sowelli hembra 444 inactivo C033
Flor de Marqués 0 C. sowelli hembra 43,8 inactivo C034

Perturbada
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Zona

Flor de Marqués Perturbada . sowelli macho 38,3 inactivo C035

Flor de Marqués Zona . sowelli hembra 39.8 inactivo C036
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli macho 42,5 test C037
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli hembra 40,8 inactivo C038
Perturbada ’

Flor de Marques Zona . sowelli macho 41,4 inactivo C039
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli hembra 41 inactivo C040
Perturbada

Flor de Marques Zona . sowelli hembra 40,6 inactivo Co41
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli macho 39,2 inactivo C042
Perturbada ’

Flor de Marques Zona . sowelli macho 37,5 inactivo Co043
Perturbada ’

Flor de Marqués L . sowelli hembra 38,2 inactivo C044
Perturbada ’

Flor de Marqueés Zona . sowelli hembra 41,2 inactivo C057
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli hembra 40 inactivo C058
Perturbada

Flor de Marqueés Zona . sowelli hembra 40,1 inactivo C059
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli macho 41,9 test C105
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli macho 40,2 inactivo C106
Perturbada ’

Flor de Marqués Zona . sowelli macho 40,2 test C107
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Perturbada
Flor de Marqués Zona C.sowelli  macho 389 inactivo | C108
Perturbada ' ’
, Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada C. sowelli macho 41 inactivo C109
Flor de Marques Zona C. sowelli macho 38,9 inactivo C110
Perturbada ' ’
, Zona .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens  hembra 40,1 gestante S001
. Zona .
Flor de Marques Perturbada S. parvidens | hembra 39,9 gestante S002
, Zona .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens  hembra 38,1 gestante S003
. Zona . . .
Flor de Marques Perturbada S. parvidens macho 38,5 inactivo SO11
Flor de Marqués Zona S. parvidens macho 38,7 test S012
Perturbada ' ’
. Zona . . .
Flor de Marqueés Perturbada S. parvidens | hembra 38,3 inactivo SO013
. Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens  hembra 37,6 inactivo S014
, Zona . . .
Flor de Marqueés Perturbada S. parvidens macho 40,3 inactivo S015
, Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens | hembra 39,1 inactivo S016
, Zona . . .
Flor de Marqueés Perturbada S. parvidens | hembra 37,9 inactivo S017
, Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens  hembra 38 inactivo SO18
Flor de Marqués Zona S. parvidens | hembra 38,7 inactivo S019

Perturbada
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Zona

Flor de Marqués Perturbada S. parvidens macho 38,5 test S025 BC
Flor de Marqués Zona S. parvidens macho 39 inactivo S026
Perturbada '
, Zona . . .
Flor de Marqués Perturbada S. parvidens macho 39,7 inactivo S027
Flor de Marques Zona S. parvidens macho 37,6 inactivo S109
Perturbada ' ’
Gutiérrez Frontera Lonie C. sowelli macho 41 inactivo C013
Perturbada ’
., Zona )
Gutiérrez Frontera C. sowelli macho 40,7 test Co14
Perturbada
Gutiérrez Frontera Lonie C. sowelli macho 42 inactivo Co015
Perturbada ’
., Zona . ) )
Gutiérrez Frontera C. sowelli macho 41,6 inactivo Co016
Perturbada
Gutiérrez Frontera Lorie C. sowelli macho 41,6 inactivo C018
Perturbada : ’
., Zona . ) )
Gutiérrez Frontera C. sowelli macho 40,8 inactivo C019
Perturbada
Gutiérrez Frontera Zonie C. sowelli macho 40 test Co051 B
Perturbada '
Gutiérrez Frontera Zona C. sowelli hembra 40 inactivo C052 B
Perturbada
., Zona . . .
Gutiérrez Frontera Perturbada C. sowelli hembra 41,5 inactivo C066
Gutiérrez Frontera Zona C. sowelli hembra 40,5 inactivo C067
Perturbada
., Zona . . .
Gutiérrez Frontera Perturbada S. parvidens macho 40,2 inactivo S004
Gutiérrez Frontera Zona S. parvidens hembra 39.4 inactivo S005 B
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Perturbada
Gutiérrez Frontera Zona S. parvidens ~ hembra 39,9 inactivo S006
Perturbada ' ’
Gutiérrez Frontera Zona S. parvidens | hembra 40 inactivo S007
Perturbada
., Zona .
Gutiérrez Frontera Perturbada S.parvidens  hembra 40 gestante S008
., Zona .
Gutiérrez Frontera Perturbada S. parvidens macho 39,7 test S024
. Zona . . .
La Ceiba C. sowelli macho 39,2 inactivo C053
Conservada
. Zona . . .
La Ceiba C. sowelli macho 39,4 inactivo C054
Conservada
. Zona . . .
La Ceiba C. sowelli hembra 40,5 inactivo C055
Conservada
. Zona . . .
La Ceiba C. sowelli hembra 40,4 inactivo C056
Conservada
. Zona . : .
La Ceiba C. sowelli hembra 39 inactivo C065
Conservada
. Zona . . .
La Ceiba C. sowelli hembra 39,4 inactivo C066
Conservada
, . Zona . . .
Playon de la Gloria C. sowelli macho 41 inactivo C001
Conservada
Playon de la Gloria Zona C. sowelli hembra 40,5 inactivo C002
Conservada
Playon de la Gloria Zona C. sowelli hembra 44.8 inactivo C048
Conservada
L . Zona .
Playon de la Gloria C. sowelli macho 38,5 test C049
Conservada
z - Zona .
Playon de la Gloria C. sowelli macho 41,5 test C050

Conservada
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Zona

Playon de la Gloria C. sowelli hembra 40 inactivo C070

Conservada
p . Zona .

Playon de la Gloria C. sowelli macho 39 test Co71

Conservada
, . Zona .

Playon de la Gloria C. sowelli macho 39,9 test C102
Conservada

Playon de la Gloria Zona C. sowelli hembra 41,4 inactivo C103
Conservada

Playon de la Gloria zona C. sowelli macho 40,7 inactivo C104
Conservada

Playén de la Gloria Lonie: S. parvidens macho 37,8 test S009
Conservada

Playon de la Gloria zona S. parvidens | hembra 37,5 inactivo S022
Conservada

Playon de la Gloria Lonie: S. parvidens hembra 40,2 inactivo S023
Conservada

Playon de la Gloria zona S. parvidens macho 39,2 inactivo S027
Conservada

Playon de la Gloria Lonie: S. parvidens macho 38,2 inactivo S028
Conservada

Playon de la Gloria zona S. parvidens macho 39,4 test S029
Conservada

Playon de la Gloria Lyite. S. parvidens macho 39,5 inactivo S030
Conservada

Playon de la Gloria Zona S. parvidens macho 38,4 test S031
Conservada

Playon de la Gloria 2555 S. parvidens macho 39 inactivo S101
Conservada

Playon de la Gloria Zona S. parvidens macho 41 test S102
Conservada

Playén de la Gloria Zona S. parvidens macho 39 inactivo S103
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Conservada
, . Zona . . )

Playon de la Gloria S. parvidens hembra 40,8 inactivo S104
Conservada

Playon de la Gloria aene S. parvidens hembra 37,2 inactivo S105
Conservada

Playon de la Gloria Zona S. parvidens | hembra 41,2 inactivo S106
Conservada

Playon de la Gloria Zona S. parvidens  hembra 40,2 inactivo S107
Conservada

Playon de la Gloria zona S. parvidens | hembra 38,9 gestante S108

Conservada
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