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Resumen

Mesoamérica es un area con una compleja historia geoldgica y gran variedad de
ambientes, lo que ha generado una alta diversidad de especies de mamiferos en la
region. Se considera que las glaciaciones climaticas del pasado pudieron ser un factor
que desencadenaron periodos de aislamiento y diversificacién en esta area, por lo que
existen estudios que han analizado los procesos evolutivos de muchas especies de
vertebrados en la region. Sin embargo, no existia un andlisis que contrastara los niveles
de variacién y estructura genética entre especies de ambientes montanos y los
tropicales. Es por ello que el objetivo principal de este trabajo fue determinar y
comparar la diversidad y estructura genética en dos especies de murciélagos del género
Sturnira, mediante el uso de secuencias de DNA mitocondrial (ND2) y nuclear (RAG2).
Los resultados muestran altos niveles de diversidad mitocondrial en ambas especies, lo
gue es consistente con eventos de divergencia relativamente recientes propuestos para
explicar la historia evolutiva del género. Los analisis de estructura genética arrojaron
para la especie de tierras bajas, S. parvidens, la presencia de dos haplogrupos: uno con
distribucidn en la Vertiente del Golfo-Centroamérica y otro en la Vertiente del Pacifico.
La especie montana, S. hondurensis, presentd mas grupos genéticos y de igual manera
se detectd un linaje al oeste de su distribucién en México, que es congruente con la
distribucién de su subespecie S. hondurensis occidentalis pero incrementando el area
hacia el centro de la Faja Volcanica Transversal. Las disparidades entre las estructuras
genéticas de estos murciélagos relacionados y con distribuciones contrastantes,
probablemente estén resaltando procesos que son resultado de su propia historia de

vida y rasgos ecolégicos.



1. Introduccion

El drea comprendida entre México y Centroamérica alberga aproximadamente 2500
especies de vertebrados endémicos (Flores & Gerez, 1994). Muchas de estas poseen un
origen evolutivo mezclado por encontrarse entre dos regiones biogeograficas, que se
unieron cuando terminé de surgir el Istmo de Panama (hace aprox. 3.5Ma) (Coates et
al., 1992). Por esta razon, se ha considerado importante reconocer y delimitar esta zona
de contacto (Ortega & Arita, 1998; Morrone, 2004; Rios-Mufioz, 2013). Vivé (1943)
reconocio por primera vez que el término antropolégico de Mesoamérica coincidia con
los limites de distribucidn de muchas especies de flora y fauna en esta zona, donde se
comparten elementos geoldgicos y ambientales que hacen a esta regién complejay muy

biodiversa (Morrone, 2004; Rios-Mufioz, 2013).

Mesoamérica es la zona tropical entre el sureste de México hasta Panama
(Arbeldez-Cortés et al., 2010). El desarrollo de su gran biodiversidad se ha relacionado
con eventos climaticos del pasado y el surgimiento de diversas cadenas montafiosas. La
formacién de nuevos habitats, barreras y corredores promovieron oportunidades de
divergencia genética y fenotipica a lo largo de millones de afios (Gutiérrez-Garcia &
Vazquez-Dominguez, 2013). Por ejemplo, el Istmo de Tehuantepec une a Norteamérica
con el nucleo de Centroamérica, que junto con la depresidon de Nicaragua forman una
importante zona geografica, cuyo principal caracter orogénico son los altos de Chiapas
y Guatemala. Dichos levantamientos se reconocen como una barrera geografica para
muchos taxa de acuerdo con muchos estudios filogeograficos (Mulcahy et al., 2006;

Morcillo et al., 2016).

Los multiples eventos de orogénesis en la zona no han sido el uUnico factor
detonante de la gran biodiversidad en Mesoamérica (Arbeldez-Cortés et al., 2010). Al
analizar patrones evolutivos se ha encontrado que fendmenos climaticos también han
influenciado procesos de especiacidon biolégica (Dominguez-Dominguez & Vazquez-
Dominguez, 2009; Gutiérrez-Garcia & Vazquez-Dominguez, 2013). En este sentido,
destacan las oscilaciones climaticas del Pleistoceno que transformaron practicamente
todos los ambientes en el planeta y promovieron multiples procesos de especiacion
(Ledn-Paniagua et al., 2007; Arbeldez-Cortés et al., 2010; Ornelas et al., 2013; Ornelas &

Rodriguez-Gémez, 2015).



El Pleistoceno fue una division de la escala geoldgica que se caracterizé por
presentar ciclos de glaciaciones, alternando con periodos interglaciares (Emiliani, 1955).
Cuando iniciaron estos ciclos se presentaron oscilaciones en las temperaturas de todo
el planeta que mas tarde influenciaron la distribucién, demografia, patrones
biogeogréficos y diversidad genética en todas las especies (Ramirez-Barahona &
Eguiarte, 2013). A partir de varios estudios paleoecolégicos y moleculares se sabe que
la distribucidn de los diferentes tipos de vegetacién cambid. Durante los periodos mas
frios, los bosques que se encontraban en zonas montanas (como los bosques templados
y de niebla) pudieron haber sufrido una expansiéon en su area de distribucién y cuando
las temperaturas subieron, se retrajeron. Las tierras bajas tropicales fueron desplazadas
hacia el sur de su distribucidn y durante los periodos mas calidos se expandieron hacia
el norte (Toledo, 1976; Ramirez-Barahona & Eguiarte, 2013). Dichas fluctuaciones
globales en el clima y paisaje pudieron promover divergencia en muchas poblaciones y
especies debido al aumento de barreras a la dispersién y a su vez, a la posibilidad de
ocupar nuevos habitats (Kearns et al., 2011). Por lo cual, se considera que este proceso
podria explicar estructuras genéticas que no estén asociadas con barreras fisicas
contemporaneas y, por consiguiente, muchos de los patrones filogeograficos que

presentan muchas especies (Arbeldez-Cortés et al., 2010).

Entender los patrones y mecanismos evolutivos que generan gran riqueza
bioldgica en un lugar, es uno de los objetivos en el estudio de la biogeografia y biologia
evolutiva. Mesoamérica es un area que destaca por su compleja historia geoldgica,
diversidad de ambientes y por ser el punto de contacto entre las biotas de la zona
Neartica y Neotropical. Estas caracteristicas han permitido el desarrollo de una gran
cantidad de biodiversidad, lo que ha llevado a considerar a esta zona como un centro de
especiacion para muchos taxa (Ledn-Paniagua et al., 2007). El estudio y comprensién de
los procesos de diversificacién de las especies tiene implicaciones en su taxonomia y
conservacion, por lo que su analisis es relevante en zonas como Mesoamérica,

considerada como un hotspot (Myers et al., 2000).



1.1 Modelo de estudio

Mesoamérica es una region con alta diversidad de especies de mamiferos, y dentro de
esta clase destaca el orden Chiroptera por ser el segundo grupo mas diverso (Simmons
et al., 2008). Son los Unicos mamiferos adaptados al vuelo y se encuentran distribuidos
en casi todas las regiones del mundo (Ceballos & Oliva, 2005). En el Neotrdpico se
origind la familia de murciélagos Phyllostomidae que se caracterizan por presentar una
hoja nasal. Aqui se incluye a la subfamilia Stenodermatinae que reune a la mayoria de
los murciélagos frugivoros neotropicales (Simmons, 2005), dentro de esta, el género con
mayor diversidad de especies es Sturnira, Gray 1982, donde se reconocen al menos 22
especies que forman una unidad politipica y monofilética (Figura 1) (Velazco &

Patterson, 2013; Molinari et al., 2017).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas del género Sturnira de acuerdo con Velazco y Patterson (2013)
utilizando 3 genes mitocondriales y 2 nucleares.

Estas especies de murciélago se distribuyen desde México hasta Argentina y de
forma general, se pueden identificar por poseer una hoja nasal bien desarrollada, un
uropatagio reducido con pelaje notorio y ausencia de cola (de la Torre, 1961; Velazco &
Patterson, 2013). Se ha descrito que Sturnira se agrupa en dos principales clados: el de

las especies que generalmente habitan en altas elevaciones que presentan cuspides



linguales suavizadas en los molares inferiores, y el de las especies que habitan
generalmente tierras bajas que presentan cuspides linguales profundas en los molares
inferiores (ludica, 2000). En Mesoamérica se distribuyen ampliamente un par de

especies de cada grupo: S. hondurensis Goodwin, 1940y S. parvidens Goldman, 1917.

Sturnira parvidens Goldman, 1917, también conocido como murciélago de
charreteras menor, presenta manchas de color amarillo en sus hombros, es un
murciélago de tamafio mediano, con hoja nasal, orejas cortas y anchas (Figura 2). Su
pelaje es abundante y su coloracién varia de acuerdo con la edad y distribucién, que va
desde el gris oscuro al rojizo oscuro. Su craneo es relativamente corto y ancho con los
incisivos inferiores trilobulados y cuspides linguales profundas en los molares inferiores

(ludica, 2000).

Figura 2. Murciélago de charreteras menor, Sturnira parvidens.

Esta especie se distribuye entre los 0-2000 metros sobre el nivel del mar (Verde-
Arregoitia et al., 2018), abarcando las regiones tropicales de México hasta el norte de
Costa Rica (Figura 3) (Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua, 2017). Usualmente se
puede capturar en selvas tropicales, subtropicales, caducifolias y bosques secundarios,
aunque también se ha registrado en bosques templados (Vargas-Contreras &
Hernandez-Huerta, 2001; Olea-Wagner et al.,, 2007; Vargas-Miranda et al., 2008;
Lavariega & Briones-Salas, 2016). La especie utiliza cavidades de arboles vivos como
refugios diurnos que principalmente estan en parches de bosque maduro o en estado
de sucesién avanzado (Fenton et al., 2000). En dichos refugios forman grupos pequefios,
casi siempre de uno a tres individuos, pero también se han reportado cavidades con mas
de diez murciélagos. Cabe sefialar que los adultos suelen regresar al mismo refugio

diurno (Fenton et al., 2000).



Las hembras suelen tener una cria por parto y presentan un patrén reproductivo
poliéstrico (Estrada & Coates-Estrada, 2001). Su dieta es principalmente frugivora,
aungue también se alimenta ocasionalmente de polen e insectos. Los frutos que mas
consumen pertenecen al género Piper y Solanum. Se considera que es un consumidor
especialista de frutos de plantas pioneras y que por lo tanto, participa activamente en
la dispersidn de semillas y regeneracion vegetal en areas perturbadas (Olea-Wagner et

al., 2007).

Sturnira parvidens no se encuentra en ninguna categoria de riesgo (Téllez-Girén &
Amin, 2014) y previamente era considerado como una subespecie de S. lilium, sin
embargo, se encontré que se trata de un taxén independiente de acuerdo con estudios
morfoldgicos y moleculares del género (ludica, 2000; Velazco & Patterson, 2013;

Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua, 2017).
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Figura 3. Mapa de distribucion de S. parvidens (en color rojo) y S. hondurensis (color verde). La flecha sefala el

limite de distribucién descrito para la subespecie S. hondurensis occidentalis (Johns & Phillips, 1964).

Por otra parte, a S. hondurensis Goodwin, 1940 se le conoce como murciélago de

hombros amarillos de tierras altas. En términos generales, es fisicamente similar a S.



parvidens, pero esta especie tiene los incisivos inferiores bilobulados y cuspides
linguales poco evidentes en los molares inferiores (ludica, 2000). Es un murciélago muy
comun en bosques tropicales de montafa (Garcia-Estrada et al., 2012) y se puede
encontrar entre los 100-2400 metros sobre el nivel del mar (Verde-Arregoitia et al.,
2018). Se ha capturado en bosques meséfilos de montafia, bosques de coniferas y de
pino-encino, aunque también habita entre los limites de bosques templados vy
tropicales, ademas de plantaciones de café de sombra (Jones & Phillips, 1964; Cortés-
Delgado & Sosa, 2014a; Téllez-Girén, 2014). Los individuos de esta especie buscan
refugio en cavidades de arboles maduros y se estima que su rango de actividad nocturna
es menor en comparacion con otros filostémidos frugivoros (Cortés-Delgado & Sosa,
2014a; Garcia-Garcia et al., 2014).

Su dieta estd conformada por frutos de especies de plantas pioneras que
pertenecen a la familia Piperaceae y Solanaceae. Es un dispersor de semillas muy
importante para la regeneracion del bosque de niebla y el mantenimiento de cultivos de
café (Garcia-Estrada et al., 2012; Cortés-Delgado & Sosa, 2014a), y a pesar de que no se
encuentra en alguna categoria de riesgo (Téllez-Girén, 2014), se considera como una

especie sensible a la fragmentacion de su habitat (Garcia-Garcia et al., 2014).

Figura 4. Murciélago de charreteras mayor, Sturnira hondurensis. Foto tomada por Alfredo Gutiérrez.

Sturnira hondurensis se consideraba una subespecie de S. ludovici, sin embargo,
estudios moleculares y morfolégicos han concluido que se trata de un taxdn
independiente (ludica, 2000; Velazco & Patterson, 2013). Actualmente se reconocen dos
subespecies dentro de su distribucién: Sturnira hondurensis occidentalis Jones y Phillips,

1964 y Sturnira hondurensis hondurensis Goodwin, 1940 (Ramirez-Pulido et al., 2014).



La primera se distribuye desde el sur de Sinaloa hasta Colima, mientras que S. h.
hondurensis se encuentra en las zonas altas de la Vertiente del Golfo de México,
incluyendo la Faja Volcanica Transversal y la Sierra Madre del Sur, hasta llegar al norte
de Nicaragua (Figura 3).

De acuerdo con Velazco y Patterson (2013) el género Sturnira se origind en la
region de los Andes y tanto S. parvidens como S. hondurensis pertenecen a clados
diferentes, y ambas especies aparecieron después de que se formo el Istmo de Panama
(hace 3.1-3.5Ma), lo que sugiere que no tenian la capacidad de cruzar grandes
distancias. Sturnira hondurensis divergié a principios del Cuaternario (2.5Ma) y S.
parvidens a mediados de este periodo (1.84Ma). Por esta razon, la existencia de alguna
estructura genética deba ser consecuencia de eventos posteriores, por ejemplo, las

fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua, 2017).

Existen estudios que analizan la influencia de estos eventos geoldgicos y climaticos
en la diversificacién de muchas especies de vertebrados neotropicales (Sullivan et al.,
2000a; Ledn-Paniagua et al.,, 2007; Arteaga et al.,, 2012; Ornelas et al.,, 2013); sin
embargo, actualmente no existe un analisis que contraste el proceso evolutivo entre
especies de ambientes de tierras montanas con los de tierras bajas. Es por ello que S.
parvidens, un murciélago con distribucidn tropical, y S. hondurensis de zonas templadas
de montaia, representan un excelente caso para comparary contrastar los procesos de

diversificacion en Mesoamérica.

1.2 Variabilidad genética

La variacidn genética corresponde a la diversidad de alelos en uno o mas locus de una
poblacion, especie o taxén (Frankham et al., 2010). El area de la biologia que analiza la
distribucién de los alelos en las poblaciones y el efecto de las fuerzas evolutivas sobre
sus frecuencias es la genética de poblaciones. Esto es posible mediante el uso de
parametros moleculares que detectan diferencias que estdn estrechamente
relacionadas con la historia evolutiva y caracteristicas ecoldgicas de las especies
(Hedrick, 2011). Es por ello que el estudio de la distribucidon y cuantificacion de la
variacidon genética son elementos clave para entender la biologia de cualquier especie

(Jetz et al., 2012).



El modelo del cual parten los analisis en la genética de poblaciones es el Equilibrio
de Hardy-Weinberg, donde se asume que las poblaciones “ideales" se presentan bajo

los siguientes supuestos:

- Los apareamientos son totalmente al azar (no hay endogamia)

- Las poblaciones son infinitamente grandes (no hay deriva génica)

- La poblacidn estd aislada, es decir, no entran nuevos alelos (no hay migracion)

- Todos los individuos tienen la misma probabilidad de sobrevivir y dejar

descendencia (no hay seleccion)

Cuando se cumple este modelo no existe un cambio en las frecuencias alélicas de
un locus a través del tiempo. Sin embargo, las poblaciones naturales nunca cumplen con

III

dichos supuestos, por lo que encontrar diferencias con respecto al modelo “ideal”, nos

indica que alguna fuerza evolutiva esta generando tal desviacién (Hedrick, 2011).

El desarrollo de los métodos de secuenciacién permitié medir la diversidad
genética de las poblaciones a nivel nucleotidico. Los diferentes parametros permiten
diferenciar eventos de seleccidon, demograficos histéricos y recientes (Hedrick, 2011).
Por ejemplo, se sabe que la variacién total en una especie suele incrementar cuando las
poblaciones se expanden y, al contrario, se reduce cuando ocurren cuellos de botella.
Sin embargo, los niveles de variacion también se relacionan con el sistema de
apareamiento de la especie, la seleccién natural, la capacidad de migracion de los
individuos de una poblacion a otra y las tasas de mutacion (Frankham et al., 2010;
Castellanos-Morales et al., 2015). Todos estos procesos dejan sefiales en el DNA que

alteran los patrones de diversidad molecular (Martins et al., 2009).

1.3 Flujo genético y aislamiento

En la naturaleza, las poblaciones de una especie no son infinitas ni continuas (Hedrick
2011), debido a que factores ecoldgicos y geograficos tienden a subdividirlas. El flujo
genético se define como la entrada de alelos provenientes de otras poblaciones
mediante la dispersién. Esta fuerza evolutiva tiene un efecto homogenizador entre las
poblaciones, por lo que las frecuencias alélicas tienden a ser iguales a través del tiempo

(Hedrick, 2011).



De forma contraria, un proceso que puede promover el aislamiento y
diferenciacién genética de dos poblaciones es la vicarianza, y se define como la aparicion
de una barrera geografica que interrumpe la conexién entre ellas. El aislamiento
también puede ocurrir por la fundacién de nuevas poblaciones a grandes distancias de
la original, por lo que la cantidad de flujo genético que ocurra entre ellas dependera de
la capacidad de dispersién de los individuos y sus posibilidades de reproducirse con
éxito. Ademas, cuando se detecta mayor tasa de migracidén entre poblaciones cercanas,
entonces la diferenciacion genética se correlaciona con la distancia geografica,

provocando un aislamiento por distancia (Hedrick 2011).

Generalmente el flujo genético se estima con métodos indirectos (Hedrick 2011).
Por medio de parametros se estima la desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg
debido a la estructura de las poblaciones. Uno de éstos es el indice de diferenciacién
poblacional descrito por Wright (1965), el cual mide indirectamente cuanto flujo
genético hay entre las poblaciones (Fsr), aunque también existen los indices de
desviacidon del Equilibrio de Hardy-Weinberg por endogamia (Fis y Fir). El estimador Fsr
mide la correlacion que hay entre dos alelos tomados al azar dentro de una
subpoblacién con respecto al resto de la poblacion. El resultado de este valor va de 0
que significa que las poblaciones comparten todos sus alelos, a 1 que significa que no
comparten ninguno. Se considera que dicho valor depende del flujo genético, del tiempo
de divergencia entre las poblaciones o del tamafio efectivo de las mismas (Hedrick

2011).
1.4 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares mas utilizados pertenecen a fragmentos o regiones del
DNA que pueden ser identificados dentro del genoma nuclear o mitocondrial (Avise,
1995). De forma general se pueden dividir en dos tipos: 1) Codificantes: que son aquellas
regiones que regulan la expresién de una proteina y 2) No codificantes: regiones del
genoma que no participan en la expresién de una proteina o no se ha identificado su
participacién para dicho proceso (Allendorf et al., 2013). Ambos tipos de marcadores

estan sujetos a diferentes tasas de mutacién que se relacionan con diversos eventos
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evolutivos, por lo que la elecciéon del marcador molecular depende de los procesos y

preguntas que se busca analizar (Gutiérrez-Garcia & Vazquez-Dominguez, 2013).

Se ha propuesto que las regiones no codificantes son Utiles para establecer
relaciones genéticas entre individuos y flujo génico mds reciente entre poblaciones, ya
que generalmente presentan tasas de mutacidn altas y aparentemente no estan sujetas
a la seleccién natural (Allendorf et al., 2013). Para analizar procesos mas antiguos se
recomienda utilizar marcadores que tengan tasas de mutacidon bajas para evitar
homoplasias pero con suficientes cambios como para identificar los distintos linajes

(Avise, 2000).

El desarrollo de los métodos moleculares de secuenciacidon permitié estudiar a
profundidad las relaciones de ancestria de los genes dentro y entre poblaciones. La
disciplina que analiza las fuerzas evolutivas que tienen efecto sobre la distribucion
geografica de dichos linajes, es la filogeografia (Avise, 2000). Su estudio permite inferir
eventos histéricos como fragmentacion o expansién del rango de distribuciéon de
especies, eventos de migracion, vicarianza, asi como otros procesos que afectan la

estructura de las poblaciones en un contexto espacial y temporal (Hardy et al., 2002).

Para estudiar la distribucion geografica de los linajes usualmente se utilizan
secuencias de DNA mitocondrial (DNAmt) (Lanteri & Confalonieri, 2003). La mitocondria
en animales es el marcador molecular mas conveniente para inferir sus genealogias
(Freeland, 2005) ya que practicamente no presenta recombinacion, se hereda casi
exclusivamente por via materna y, ademas, presenta una tasa evolutiva mas répida en
comparacion con genes nucleares (Vazquez-Dominguez et al., 2009). Al ser un marcador
haploide la identificacion de las relaciones entre individuos de varias generaciones se
facilita, por lo que se ha convertido en una buena herramienta para estudiar los linajes
matrilineales a nivel intraespecifico en un contexto geografico. Es por ello que realizar
analisis de las variantes de dicho DNAmt, también conocidos como haplotipos, nos
puede brindar un prondstico de la historia evolutiva de las poblaciones en una especie

(Avise, 1995).

Por otro lado, al obtener sélo las genealogias maternas se limita la deteccion de

otros procesos bioldgicos importantes como la seleccidn e incluso flujo génico generado
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por los machos (Vazquez-Dominguez et al., 2009). El uso de genes nucleares nos ayuda
a obtener informacién evolutiva que no brinda el DNAmt debido a que su patrén
evolutivo varia dependiendo del locus. Por lo tanto, al obtener ambas genealogias con
historias potencialmente diferentes, nos proporciona la posibilidad de probar distintas

hipdtesis sobre la historia evolutiva de las especies (Sota & Vogler, 2003).

2. Objetivo

Evaluar los patrones de variacion y estructura genética entre S. parvidens y S.
hondurensis mediante los genes ND2 (DNAmt) y RAG2 (DNAn), para comparar sus

procesos evolutivos.
Objetivos particulares

- Obtener los niveles de variacion y estructura de los genes ND2 y RAG2 en S.
parvidens

- Obtener los niveles de variacidn y estructura de los genes ND2 y RAG2 en S.
hondurensis

- Comparar los niveles de variacion y estructura genética entre ambas especies y

ambos genes
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3. Método
3.1 Obtencion de muestras

Las muestras de tejido provinieron del material depositado en la Coleccién de
Mamiferos del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional Auténoma de México (MZFC-M); del Laboratorio de Vida Silvestre
del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional,
Unidad Durango, Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-D); de la Coleccién
Mastozooldgica del Colegio de la Frontera Sur (ECOSCM); en la Collection of Genetic
Resources of Museum of Natural Science, Louisiana State University (LSUMZ); de Texas
Tec University (TTU) y del Royal Ontario Museum (ROM). Se utilizaron 156 muestras de
tejido que corresponden a ejemplares colectados en 68 localidades Unicas para la
especie S. parvidens y 141 muestras de tejido que corresponden a 57 localidades para
S. hondurensis cubriendo la mayor parte de la distribucién geografica de ambas especies

(Anexo Ay B).
3.2 Trabajo de laboratorio

Se utilizaron las extracciones de DNA obtenidas por Hernandez-Canchola y Ledn-
Paniagua (2017). Cuando fue necesario se realizaron nuevas extracciones de tejido
empleando el protocolo de NaCl-Cloroformo: alcohol isoamilico (Anexo C). Para la
amplificacién de los genes se realizd la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) utilizando 4 oligonucledtidos (Cuadro 1). El volumen final para las reacciones fue
de 12.5ul, utilizando las siguientes condiciones: 7.325ul de H,0 desionizada, 1.25ul de
Buffer [10x], 0.825ul de Mix dNTP’s [2mM], 0.75ul de MgCl, [25mM], 0.625ul de cada
oligonucleétido [10mM)], 0.1ul de polimerasa Taq [5u/ul] y 1l de DNA; en cada ronda

de PCR se incluyd un control negativo para descartar contaminacion.

Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacidon del gen mitocondrial deshidrogenasa
subunidad 2 (ND2), y el gen nuclear activador de recombinacién dos (RAG2).

Gen Nombre Secuencia Fuente

ND2 L-Met3841 5’-GGT CAG CTA AAT AAG CTA TCG GG-3’ (Lloyd, 2003)
H-Asn5149 5’-GGA GAA GTA GAT TGA AGCCAG TTG T-3’

RAG2 RAG2F220  5’-GAT TCC TGC TAY CTY CCT CCT CT-3’ (Teeling et al.,
RAG2R995  5’-CCC ATG TTG CTT CCA AAC CAT A-3’ 2000)
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Se amplificd y secuencid la subunidad 2 del gen mitocondrial NADH deshidrogensa
(ND2: 1017 pares de bases) utilizando los primers L-Met3841 y H-Asn5149. El gen
nuclear activador de la recombinacién 2 (RAG2: 731 pares de bases) se amplificd
empleando los primers RAG2F220 y RAG2R995. El programa que se utilizd para la
amplificacién de ambos marcadores corresponde con el estudio de Velazco y Patterson
(2013) (Cuadro 2). Posteriormente, los productos de la PCR se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa TAE [1x] teflidos con GelRed. El resultado se visualizé
en un transiluminador de luz ultravioleta a 352nm, considerando una escalera de DNA

con referencia de 100bp marca Vivantis VC.

Cuadro 2. Programa para la amplificacion de genes (Velazco & Patterson, 2013).

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3min
Desnaturalizacion 95°C 30s 35
Alineacion 60°C 1min
Extension 72°C 2min
Extension final 72°C 5min

Los productos positivos de la PCR se enviaron a la compafiia Macrogen Inc., en
Seul Korea, donde fueron purificados y preparados para su lectura en un secuenciador
automatico. Las secuencias obtenidas se editaron y alinearon manualmente en el
Software Mega 7 (Kumar et al., 2016) a través de una revision visual de todas ellas. Los
sitios variables fueron revisados en los cromatogramas para confirmar la correcta
asignacion de los nucledtidos en la alineacidn. Ademas, se afiadid una serie de
secuencias publicadas en GenBank de ambos genes para las dos especies (Velazco &
Patterson, 2013) con la finalidad de usarlos como referencia e incluirlas en los analisis

de este trabajo.
3.3 Andlisis de datos

Para llevar a cabo los andlisis de diversidad y estructura genética con el gen nuclear
(RAG2), los estados alélicos del locus fueron inferidos con el programa DnaSP 5.10
(Librado & Rozas, 2009) que utiliza un método Bayesiano coalescente (Stephens &
Donnelly, 2003). Dicho proceso permite inferir la fase gamética de loci nucleares a partir

de secuencias de los genotipos. Se realizaron 10 corridas independientes, las primeras
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1000 iteraciones fueron descartadas como valor de burn-in, y las siguientes 10,000

iteraciones se utilizaron con un intervalo de thinning de 10.
3.3.1 Andlisis de diversidad genética

Para describir y analizar a la diversidad genética a nivel poblacional y de especie se
emplearon los siguientes estimadores que se calcularon con ayuda del software DnaSP

5.10 (Librado & Rozas, 2009):

1) El nimero de haplotipos (A) es el conjunto de variaciones del DNA, por ejemplo,
la secuencia de nucledtidos en un gen, que se encuentran en el mismo cromosoma y se

heredan de forma conjunta (Hamilton, 2009).

2) Los sitios polimdrficos (S) son las variaciones en una posicién nucleotidica o
region especifica en una secuencia de DNA que se mantiene dentro de una poblacidn

(Hamilton 2009).

3) La diversidad haplotidica (Hd) es la que se define como la probabilidad de que
cuando se tomen dos haplotipos de forma aleatoria en una muestra éstos sean

diferentes y se expresa:

k
Hd = — 1—2 ;
=1 pi

i=1
Donde n es el nimero de individuos, k son los haplotipos y Pies la frecuencia del

haplotipo i (Nei, 1987).

4) La diversidad nucleotidica () que se define como el valor medio de las

diferencias pareadas se calculd con la siguiente féormula:

k k
n
iy 3

i=1  j=1

El componente djjes la proporcidn de las diferencias nucleotidicas entre la primera
secuencia (i) y la segunda (j), siendo k el nimero de haplotipos; P; es la frecuencia
absoluta del haplotipo iy P; es la frecuencia del haplotipo j; y n es igual al tamafio de la

muestra (Nei, 1987).
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Para comparar los niveles de diversidad genética entre especies, primero se realizé
una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) con los valores de Hd
y 1t para las dos especies. Posteriormente se hizo una prueba de rango con signo de
Wilcoxon (Wilcoxon, 1945), la cual es una prueba no paramétrica que indicé si hay
diferencias significativas entre los valores de diversidad genética de S. parvidens y S.
hondurensis. Para ello se utilizé el paquete Stats del software R v3.0.2 (R Development,

2013).
3.3.2 Andlisis de estructura genética

Existen diferentes relaciones jerarquicas desde las cuales se pueden estudiar los linajes
evolutivos dentro de las especies. La primera corresponde a un patrén ramificado para
las especies y taxones superiores, denominado relaciones filogenéticas, y la segunda
corresponde a las relaciones producto de la reproduccién entre los individuos, es decir,
las relaciones tocogenéticas. Debido a que nuestro objetivo no es estudiar las entidades
bioldégicas independientes dentro de las especies, es decir las relaciones filogenéticas
(Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez, 2009), se realizé un arbol por el método
de Neighbour-Joining (NJ) por cada gen para ambas especies. Se empled el modelo
evolutivo Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura, 1980) con el Software Mega 7 (Kumar et
al., 2016). Como grupo externo se adicionaron dos secuencias de Vampyriscus bidens,
las mismas que se utilizaron para el analisis filogenético del género Sturnira (Velazco &
Patterson, 2013). Después, con el programa Network 5.0 (Bandelt et al., 1999) se
construyeron redes de haplotipos utilizando el algoritmo median-joining, con el objetivo

de explorar y visualizar las relaciones entre los haplotipos dentro de las especies.

Para determinar la presencia de grupos genéticos dentro de cada especie, se
empled la libreria Geneland (Guillot et al., 2005) del paquete R, que realiza un andlisis
bayesiano de estructura genética-geografica con un algoritmo que agrupa las muestras
en un cierto numero de grupos (K) de acuerdo con el haplotipo de los individuos y su
posicion geografica. Para el caso del gen nuclear (RAG2) se selecciond la opcion de
marcador codominante dentro del modelo para considerar las dos fases alélicas que se
obtuvieron anteriormente. El analisis se llevd a cabo en el software R v3.0.2 (R
Development, 2013) donde se realizaron 10 corridas independientes con valores K

desde 1 a 10 con un millén de iteraciones, utilizando el algoritmo de las cadenas Markov
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de Monte Carlo (MCM) muestreando resultados cada 100 iteraciones y asumiendo que
las frecuencias haplotidicas no se correlacionaban. Al finalizar se selecciond la corrida

con el valor mas alto de verosimilitud.

Para estudiar la distribucidon de la variacidon genética dentro de cada especie, se
llevé a cabo un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el software Arlequin v3.5.
(Excoffier & Lischer, 2010), considerando los grupos genéticos que se obtuvieron en
Geneland y otra poniendo a prueba la propuesta de las dos subespecies para S.
hondurensis. La prueba calcula la varianza total que se distribuye en forma de
covarianzas que, a su vez, pueden explicarse por las diferencias dentro de las
poblaciones (Fst) entre poblaciones de las agrupaciones (Fsc) y entre las agrupaciones

(Fer).
3.3.3 Aislamiento por distancia

Finalmente, se probd si el aislamiento por distancia estaria promoviendo un proceso de
estructura genética mediante una prueba de Mantel con el paquete Vegan (Oksanen et
al., 2014) para el software R v3.0.2 (R Development, 2013). El andlisis determina si existe
una correlacién significativa entre las distancias genéticas pareadas, que se calcularon
con el software Mega 7 (modelo K2P), y las distancias geograficas, que se obtuvieron
por medio del programa Geographic Distance Matrix Generator version 1.2.3 (Ersts,
2011). Se seleccioné el coeficiente de Pearson y se realizaron 9999 permutaciones para

asignar el nivel de significancia con un valor de alfa de 0.05.
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4, Resultados

En este estudio se obtuvieron 522 secuencias que se complementaron con 50 secuencias

del GenBank (Velazco & Patterson, 2013) de ambos genes para las dos especies (Cuadro

3y Anexo A).
Cuadro 3. Secuencias compiladas para cada gen y especie.
S. parvidens S. hondurensis
Nombre y longitud del gen ND2mt RAG2n  ND2mt RAG2n
(1017pb)  (731pb) (1017pb) (731pb)
Secuencias obtenidas en este trabajo 138 132 134 118
Secuencias tomadas de GenBank (Velazco & Patterson, 2013) 18 18 7 7
Numero total de secuencias para los andlisis 156 150 141 125

*mt = mitocondrial; n = nuclear

4.1 Diversidad genética

En cuanto a la informacion mitocondrial, S. parvidens presenté 116 sitios polimdrficos,
65 sitios parsimoniosamente informativos, con 93 haplotipos para la muestra total. En
S. hondurensis se detectaron 102 sitios segregantes con 68 parsimoniosamente
informativos y 82 haplotipos dentro de todas sus poblaciones. Se encontrd un valor alto

de diversidad genética (Hd) para ambas especies y valores de 1 bajos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estimadores de diversidad genética de ambas especies para ambos marcadores genéticos.

S. parvidens S. hondurensis
ND2 RAG2 ND2 RAG2
S (nimero de sitios polimérficos) 116 22 102 25
A (no. Haplotipos) 93 25 82 48
Hd (diversidad haplotidica) 0.974 0.632 0.983 0.9
nt (diversidad nucleotidica) 0.0093 0.00123 0.01514  0.00805
n (numero de individuos) 156 150 141 125

En las estimaciones de diversidad nuclear se observé que S. hondurensis presenta
niveles mas altos que S. parvidens, tanto para Hd como para 1 a pesar de tener un
tamafio muestral menor. En total, S. hondurensis presentd 23 sitios parsimoniosamente

informativos y S. parvidens sélo 14.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk determind que los datos poblaciones de

Hd y it no son normales, ya que se obtuvieron valores de p < 0.05 para las dos especies.
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Debido a lo anterior, se considerd realizar la prueba estadistica no paramétrica de
Wilcoxon (Wilcoxon, 1945). En los resultados se observé que S. hondurensis tiene mayor
diversidad haplotidica para el gen RAG2 pero para la informacion mitocondrial no
existen diferencias significativas. En cuanto a la diversidad nucleotidica, S. hondurensis

presenta valores mas altos que S. parvidens (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de p para la prueba de rango con signo de Wilcoxon.

ND2 RAG2

Hd (diversidad haplotipica) 0.3777 0.001673*

nt (diversidad nucleotidica) 0.009329* 4.219e-08*
*Valor significativo a = 0.05

4.2 Andlisis de estructura genética

4.2.1 Neighbour-joining y red de haplotipos

En los analisis de NJ se observa que cada especie forma un grupo monofilético
presentando valores de bootstrap bajos en general. Dentro de S. parvidens (Figura 5) se
observan dos claros linajes con una distribucion: este y oeste: el primero se distribuye
por la Vertiente del Golfo de México, desde Tamaulipas hacia el sureste de México hasta
llegar a Centroamérica, en el sur de Costa Rica. El otro clado se caracteriza por agrupar
a individuos con distribucién en la Vertiente del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta la
Cuenca del Rio Balsas. Sin embargo, hay diez muestras que no formaron parte de
ninguno de los grupos anteriores, todos ellos correspondientes con la distribucion del

este de S. parvidens.
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Figura 5. Arboles de NJ construidos con las secuencias de ND2. Se representa S. parvidens a la
izquierda y S. hondurensis a la derecha. Se muestran los valores de bootstrap que soportan las ramas
y el grupo externo es V. bidens.

En S. hondurensis (Figura 5) se forman 4 clados. El primero corresponde a
muestras que se distribuyen principalmente en el estado de Chiapas y los paises
Guatemala, Honduras y El Salvador (color azul); el siguiente grupo lo conforman
individuos que se distribuyen dentro de los estados de Chiapas, Veracruz, San Luis Potosi
y Puebla, ademas de algunos otros que pertenecen al Salvador y Guatemala (color vino);
el tercer clado sélo agrupa individuos que se distribuyen en México dentro de la

Vertiente del Golfo, ademds de unas cuantas muestras que proceden de Guerrero (color
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naranja); el ultimo grupo bien definido se encuentra dentro de la Vertiente del Pacifico
(color verde), desde el sur de Sinaloa hasta llegar a Colima, finalizando con las zonas

altas de Michoacéan y el Estado de México.

En cuanto a las reconstrucciones en RAG2 no se observaron clados definidos en
ninguna de las dos especies (Figura 6). Las dos fases alélicas de muchos ejemplares se
encontraban agrupados en diferentes clados y tampoco se encontré un patrén que

correspondiera con muestras distribuidas en la misma zona geografica.
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Figura 6. Arboles de NJ construidos con las secuencias de RAG2. Se representa S. parvidens a la
izquierda y S. hondurensis a la derecha. Se muestran los valores de bootstrap que soportan las ramas
y el grupo externo es V. bidens.
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En la red de haplotipos se observé correspondencia con los resultados del analisis
de NJ. En S. parvidens las relaciones entre los haplotipos (Figura 7) mostraron una clara
estructura geografica debido a que se forman dos haplogrupos separados mediante 10
mutaciones puntuales. Uno contiene haplotipos que presentan individuos que solo se
encuentran en la Vertiente del Pacifico y otros en la del Golfo de Meéxico y

Centroamérica. Se identificaron 93 haplotipos, siendo el 3 y 4 los mas abundantes.

250 0 250 500 750 1000 km

Figura 7. Red de haplotipos de S. parvidens. Los tamafios de los circulos son proporcionales a la frecuencia del
haplotipo representado.

Dentro de S. hondurensis se encontrd que el haplotipo que se presenta con mayor
frecuencia es el 51, que tienen individuos del este de su distribuciéon en México (San Luis
Potosi, Puebla, Hidalgo y Chiapas). El Unico grupo de haplotipos con distribucién
restringida es la que corresponde con localidades de los estados de Sinaloa, Nayarit,

Jalisco, Colima y Michoacén (Figura 8).

23



250 500 750 1000 km
N T ]

Figura 8. Red de haplotipos de S. hondurensis. Los tamafios de los circulos son proporcionales a la frecuencia del
haplotipo representado.

4.2.2 Diferenciacion poblacional

Los analisis Bayesianos obtenidos mediante Geneland son congruentes con lo
anteriormente observado en S. parvidens. Las probabilidades de asignacion poblacional
para el gen ND2 apoyan la separacion de la Vertiente del Golfo-Centroamérica y la
Vertiente del Pacifico con altos valores. Los dos linajes maternos se separan en Guerrero
(Figura 9, Al). Sin embargo, para el gen nuclear RAG2 no existié evidencia alguna de

estructuracion (Figura 9, A2).
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Figura 9. Andlisis de membresia poblacional para el gen ND2 (A1 y B1) y RAG2 (A2y B2) en S.
parvidens = Ay S. hondurensis = B.

La estructura genética observada fue ratificada con el AMOVA donde se probaron
ambos marcadores (Cuadro 6). El mayor porcentaje de la variacién genética
mitocondrial se encuentra entre las poblaciones del Este y Oeste (63.94% y Fcr= 0.63943).
Mientras que para RAG2, se determind que la mayor variacién esta dentro de las

poblaciones en toda su distribucion (86.5%).
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Cuadro 6. Valores obtenidos de AMOVA de S. parvidens con ND2 y RAG2.

ND2 RAG2
Componente de Porcentaje indice de Valores Porcentaje indicede Valores
variacién de fijacion p<0.05 de fijacion p<0.05
variacion variacion
Entre agrupaciones 63.94 Fcr= 0.00000+- | 0.03 Fer= 0.17400+-
(Este-Oeste) 0.63943 0.00000 0.00034 0.00993
Entre poblaciones de | 2.44 Fsc= 0.03715+- | 13.39 Fsc= 0.00000+-
las agrupaciones 0.06773 0.00655 0.13396 0.00000
Dentro de las 33.62 Fsr= 0.00000+- | 86.57 Fsr= 0.00000+-
poblaciones 0.66385 0.00000 0.13426 0.00000

En cuanto a S. hondurensis, se observd que el andlisis de Geneland arrojaba para
el gen ND2 una estructura con 4 grupos, mientras que para RAG2 sélo 3 (Figura 9,Bly
B2). La estructura mitocondrial es similar a las relaciones que se han encontrado con el
analisis de NJ. Se distingue el haplogrupo de la Vertiente del Pacifico que va desde
Sinaloa hasta su limite en el Estado de México; por otro lado, se distinguen dos grupos
para su distribucion en Centroamérica, que se mezclan con algunas muestras localizadas
en la zona norte de la Vertiente del Golfo de México; asimismo se puede observar que

hay un grupo caracteristico en estados del este y centro de México.

En contraste con lo anterior, los grupos formados con RAG2 nos indican que la
distribucién en el centro de México y Centroamérica conforman una unidad mientras
gue las muestras de Sinaloa, Nayarit, Jalisco y el Estado de México se agrupan en otra.
Sin embargo, en el tercer grupo se encuentra una localidad del estado de Chiapas junto
con muestras de estados que pertenecen a la Sierra Madre Oriental (SMO), lo que
sugiere que posiblemente este comenzando una segregacion geografica en S.

hondurensis.

De acuerdo nuestros analisis anteriores y los resultados de Geneland, se considerd
probar tres diferentes hipdtesis geograficas para el analisis de AMOVA en la especie
montana. Para el marcador mitocondrial (ND2) se probd con un valor de kde 4,3y 2
(Cuadro 7), y para RAG2 se probd valores k de 2 y 3 (Cuadro 8). Se encontré que los

valores de Fst eran mayores a los de Fcr, lo cual explica que la mayor parte de la variacion
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molecular se encuentra dentro de las poblaciones. Sin embargo, la alternativa que mejor

explica la estructura genética es la que corresponde con tres grupos (K = 3, ND2 Fcr =

0.38274).

Cuadro 7. Valores obtenidos de AMOVA de S. hondurensis para diferentes agrupaciones con ND2.

K (no. de
grupos)

Agrupaciones

Fst Fer

Fsc

4

Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Edo. México

Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla
Veracruz, Guerrero y Oaxaca

Chiapas, Norte de Guatemala, El Salvador y
Honduras

Sur de Chiapas, Sur de Guatemala

0.44982* 0.31920*

0.19187*

Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Edo. México

Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla
Veracruz, Guerrero y Oaxaca

Chiapas, Guatemala, El Salvador y Honduras

0.47941* 0.38274*

0.15661*

Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Edo. México: S. hondurensis occidentalis
Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla
Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chiapas,
Guatemala, El Salvador y Honduras: S.
hondurensis hondurensis

0.54534* 0.38273*

0.26343*

*Valores con p<0.05

Cuadro 8. Valores obtenidos de AMOVA de S. hondurensis para RAG2.

K Agrupaciones

Fst Fer

Fsc

3 -

Sinaloa, Jalisco y Nayarit, Colima y Edo. México
Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla y
Veracruz

Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas,
Guatemala, El Salador y Honduras

0.31709* 0.28112*

0.05004

Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacdn, Edo.
México: S. hondurensis occidentalis

Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla,
Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Guatemala,
El Salvador y Honduras: S. hondurensis
hondurensis

0.39756* 0.32114*

0.11258*

*Valores con p<0.05

4.3 Aislamiento por distancia

Finalmente, la prueba de Mantel determind que para las poblaciones de S. parvidens no

existe un grado de aislamiento por distancia. Por el contrario, en S. hondurensis hay
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evidencia significativa de una correlacién entre las diferencias genéticas y su distancia

geografica, ya que se obtuvieron valores de p < 0.05 (Cuadro 9) (Anexo D).

Cuadro 9. Valores obtenidos de la prueba de Mantel para ambas especies.

S. parvidens

S. hondurensis

Gen ND2mt RAG2n
Coeficiente de correlacion 0.3828 0.1564
p 0.0520 0.0787

ND2mt RAG2n
0.383 0.2172
0.0305* 0.0254*

*Valor significativo con a = 0.05
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5. Discusion

El objetivo principal de este trabajo fue examinar y comparar la variacién y estructura
genética entre dos especies del género Sturnira, las cuales presentan una distribucion
en ambientes contrastantes. Para ello se utilizaron marcadores mitocondriales y
nucleares, con los cuales es posible obtener una hipdtesis mas integral acerca de los
procesos evolutivos de los taxa, debido a que pueden dilucidar patrones de estructura
genética que se pueden relacionar con aspectos bioldgicos, histéricos y ecoldgicos de
las especies (Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez, 2009). Este tipo de analisis
se han vuelto relevantes dentro del género ya que han ayudado a clarificar las relaciones
entre muchas especies, resolviendo incertidumbres taxondmicas que los analisis
morfolégicos, por si solos, no habian podido concluir (Jarrin-V & Kunz, 2011; Velazco &
Patterson, 2013) pero en conjunto ha llevado a reconocer dentro del género al menos
22 especies diferentes (Molinari et al., 2017). Por ejemplo, Velazco y Patterson (2013)
lograron identificar tres nuevas especies utilizando tres genes mitocondriales y dos
nucleares, por lo cual, los estudios de patrones genéticos son muy importantes para

seguir esclareciendo el proceso de diversificacidn de este género criptico.

5.1 variabilidad genética

Anteriormente se reportaron niveles de diversidad genética para S. parvidens
(Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua, 2017) y de igual manera, en el DNA mitocondrial
fue donde se encontraron los niveles variacion mas altos (Hd: cyt-b = 0.99; D-loop =
0.995). En este estudio se encontré una Hd > 0.95 para ambas especies, lo que sugiere
altas probabilidades de que dos haplotipos escogidos al azar sean diferentes. En
contraste, las probabilidades de que dos nucleétidos de origen homdlogo sean distintos
son relativamente bajas (< 0.02) (Avise et al., 1987; Hedrick, 2011). En otras palabras,
los haplotipos mitocondriales encontrados estan muy relacionados, lo cual puede ser
consecuencia de un evento de expansiéon demografico acelerado a partir de una
poblacion mas pequeiia en un tiempo relativamente reciente (Hamilton, 2009). Este
fenédmeno puede relacionarse con varios acontecimientos, por ejemplo, un evento de
diversificacion reciente (Arbeldez-Cortés et al., 2010), lo que concuerda con la hipétesis

del surgimiento de las dos especies después de la formacién del Istmo de Panama
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(Velazco & Patterson, 2013). Ademas, se ha sugerido que las glaciaciones del Pleistoceno
también pudieron promover una expansion demografica dentro del género (Hernandez-
Canchola & Ledn-Paniagua, 2017) e incluso otros eventos posteriores a ellas (Chen et

al., 2006; Llaven-Macias et al., 2017).

Los indices de diversidad nuclear fueron diferentes en comparacion con lo
encontrado por Herndndez-Canchola y Leén-Paniagua (2017) para S. parvidens. En el
gen RAGI1 fue reportado una Hd = 0.976 y en este estudio con el marcador RAG2 se
obtuvo un valor de Hd = 0.6. Se sabe que ambos genes participan en el proceso de
recombinacion para lo obtencion de la diversidad de antigenos en vertebrados, sin
embargo, se ha sugerido que dichos locus podrian tener diferentes origenes evolutivos
(Carmona & Schatz, 2017) por lo cual una diferencia en sus tasas mutacionales podria
estar explicando la disparidad en los valores encontrados en este estudio. Ademas, se
han reportado diferentes tasas evolutivas para el gen RAG2 en andlisis filogenéticos con

otros murciélagos del continente (Martins et al., 2009; Pavan & Marroig, 2017).

Por otra parte, la prueba de Wilcoxon (p < 0.05) indicd que en RAG2 hay una
diferencia significativa en cuanto a la diversidad genética entre especies: mientras que
en S. parvidens se determind una Hd = 0.632, en S. hondurensis se observd una Hd =
0.983. De forma general, esto podria estar relacionado con las caracteristicas de los dos
tipos de distribucién. Por ejemplo, se ha sugerido que la diversidad genética puede ser
un indicador indirecto del flujo genético en las especies, debido a que el intercambio
genético entre poblaciones rapidamente puede llegar a homogenizar las frecuencias
alélicas de un locus, actuando como una fuerza cohesiva (Hamilton, 2009; Eguiarte et
al., 2015). Por lo cual, podriamos esperar que S. hondurensis con poblaciones
mayormente montanas y aisladas, presente mayor cantidad de fases alélicas en el gen
RAG2 en comparacién con S. parvidens, que posee una distribucién mas continua en

tierras bajas.

5.2 Incongruencia mitocondrial y nuclear

En nuestros resultados no se encontré congruencia entre los dos tipos de loci. Dicha
incongruencia entre genes nucleares y mitocondriales se ha reportado en otras especies

de murciélagos donde se han empleado ambos marcadores, como es el caso del
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filostdmido Desmodus rotundus (Martins et al., 2009). La primera observacién para
poder explicar este fendmeno se relaciona con las tasas evolutivas de las secuencias, ya
qgue los genes nucleares cambian mas lento que los genes mitocondriales debido a los
mecanismos de reparacion que posee el DNA en el nucleo (Avise, 2009). Ademas, el
DNAnN se hereda de forma biparental, lo que significa que los gametos pasan por el
proceso de recombinacidn genética durante el apareamiento de cromosomas
homdlogos en la etapa de la meiosis. Este proceso genera limitaciones cuando se intenta
reconstruir las relaciones intraespecificas y estructuracion de las secuencias (Lanteri &
Confalonieri, 2003); sin embargo, ambos tipos de marcadores nos permiten
complementar la informacidén que apoye o no, diferentes hipdtesis bioldgicas. Por
ejemplo, se ha detectado que el grado de estructura de un gen mitocondrial en perritos
de la pradera puede estar relacionado a una conducta filopatrica, mientras que su
estructura nuclear puede estar reflejando la historia demografica de sus grandes
colonias (Castellanos-Morales et al., 2015). Aunque también pueden presentarse
patrones similares en ambos, donde no sélo se refleja un evento geografico histérico,
también se puede ver la congruencia con algunos aspectos ecoldgicos que caracterizan
a la especie, como es el caso del murciélago Thoopterus nigrescens (Campbell et al.,
2007). En este estudio se encontrd cierta similitud entre el marcador nuclear y
mitocondrial para el caso de S. hondurensis, pero de forma general ambos marcadores
presentaron estructuras genéticas diferentes en ambas especies. Lo anterior nos
permite sugerir que las disparidades encontradas se deben principalmente a la
recombinacion del gen nuclear y a las tasas evolutivas de cada uno. El gen ND2
posiblemente esta reflejando informacion sobre episodios mas recientes de la historia
evolutiva de estas especies, en comparacién con el gen RAG2 que tiene una tasa

evolutiva mas lenta.

5.3 Estructura geogrdfica y genética

Sturnira parvidens y S. hondurensis son especies de murciélagos que se originaron
después de la formacién del Istmo de Panama (Velazco & Patterson, 2013). Este proceso
geoldgico fue uno de los factores que desencadenaron una serie de oscilaciones
climaticas a nivel global (Gutiérrez-Garcia & Vazquez-Dominguez, 2013). Si bien en

Mesoamérica las temperaturas durante las glaciaciones no fueron tan extremas como
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las regiones polares, estas tuvieron gran impacto en la biota debido a la compleja
orografia de la regiéon (Moreno-Letelier & Pifiero, 2009). Estas dos caracteristicas
promovieron que las poblaciones de muchas especies de animales y plantas tuvieran la
oportunidad de expandir y contraer el rango de su distribucién (Toledo, 1982; Ramirez-
Barahona & Eguiarte, 2013), por lo que se considera que este gran fendmeno climatico,
desencadend el inicio de un periodo de diversificacion para muchas especies de
mamiferos (Sullivan et al., 2000). Al ser S. parvidens y S. hondurensis especies con un
origen de divergencia relativamente reciente y distribucidon contrastante (Velazco &
Patterson, 2013), se ha demostrado que estas oscilaciones influenciaron la estructura
genética intraespecifica en estos murciélagos filostomidos (Hernandez-Canchola &

Ledn-Paniagua, 2017).

Por un lado, los resultados de estructura genética-geografica de S. parvidens son
similares a lo observado por Herndndez-Canchola y Ledn-Paniagua (2017), ya que se
detectd la presencia de dos linajes maternos que corresponden con la vertiente del
Pacifico (Oeste) y la Vertiente del Golfo con Centroamérica (Este). De forma general,
existen dos procesos que nos pueden ayudar a explicar esta clara estructura genética;
el primero es la vicarianza, que es el proceso donde una poblacidn se fracciona o
diferencia por la aparicién de una barrera geografica (Llorente & Morrone, 2001) y el
segundo es el aislamiento por distancia (Caviedes-Solis & Leaché, 2018). Dado que en S.
parvidens no hay evidencia de aislamiento en la prueba de Mantel, ademds de que
eventos vicariantes en especies de murciélagos tropicales ya han sido reportados
(Martins et al., 2009; Guevara-Chumacero et al., 2010), se apoya la existencia de dos
areas histdricas donde se promovié la diferenciacién entre los haplogrupos Este y Oeste
durante las fluctuaciones climaticas (Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua, 2017). Esto
es reforzado por la red de haplotipos, en donde se observan varias formas de estrella
con variantes de baja frecuencia, resultado que confirma la ocurrencia de un evento de
crecimiento demografico reciente (Excoffier et al., 2009). Ademas, este patrén
geografico (Oeste-Este) se ha reportado en otros mamiferos de tierras bajas, como es el
caso del armadillo de nueve bandas (Dasypus novencimtus) (Arteaga et al., 2012) y en el

murciélago Pteronotus davyi (Guevara-Chumacero et al., 2010).
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Los resultados en el gen nuclear RAG2, ademas de presentar indices de diversidad
genética bajos, no mostraron una estructura genética en S. parvidens. Anteriormente se
ha usado este marcador para andlisis genéticos en murciélagos. Se utilizd en un estudio
filogeografico para el filostémido Desmodus rotundus, pero se sugirié que no presenta
una buena resolucion intraespecifica (Martins et al., 2009). Sin embargo, cuando se
empled para analizar la filogenia del género Pteronotus (Pavan & Marroig, 2017), se
calculé que este gen presentaba una tasa evolutiva mucho mayor a lo observado por
Martins y colaboradores (2009); cabe sefialar también, que se utiliz6 RAG2 junto con
otros marcadores nucleares, para reconstruir la filogenia mas completa y actual de
Sturnira (Velazco & Patterson 2013). Dentro del caso de S. parvidens, dado que no
presenta evidencia de aislamiento por distancia en la prueba de Mantel y que se ha
reportado que la tasa evolutiva es lenta comparada con otros marcadores nucleares, es

entendible que los andlisis hayan mostrado sélo un grupo genético.

Para la especie montana S. hondurensis, se observd que existen al menos cuatro
grupos matrilineales a lo largo de su distribucién, de acuerdo con el arbol de NJ y la red
de haplotipos. Destaca que tanto el marcador nuclear como el mitocondrial coinciden
en la ocurrencia de un linaje diferenciado que habita en las zonas montanas de la
Vertiente del Pacifico y en la parte oeste y centro de la Faja Volcanica Transversal. Esta
unidad corresponde con la subespecie S. h. occidentalis, sin embargo, estos resultados
sugieren ampliar el area de distribucién de este taxdn. El resto de los grupos genéticos
de S. hondurensis se encuentran mezclados en la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre
del Sur, la Sierra de Chiapas, y los sistemas montanos de Centroamérica. De acuerdo con
el AMOVA, el mayor porcentaje de la variacion se encuentra dentro de las poblaciones,
estructura que podria ser consecuencia de dos procesos: el primero podria ser un alto
flujo génico (Hamilton, 2009) entre las poblaciones del este de México y Centroamérica,
y el segundo podria corresponder a un evento de sorteo de linajes incompleto, en el cual
no ha trascurrido suficiente tiempo para que el efecto de la deriva génica y el
aislamiento hayan logrado promover una diferenciacidén genética-geografica en la parte

este de la distribucidn en la especie (Castellanos-Morales et al., 2015).

Al observar los resultados en conjunto, se puede notar que una diferencia entre

especies estd relacionada con el efecto de las barreras geograficas en cada una de ellas.
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Dado que nuestros resultados de Mantel indicaron que S. hondurensis presenta cierto
grado de aislamiento por distancia en sus poblaciones, y que la alternativa que mejor
explica la estructura genética es la de tres grupos: Oeste de México-Centro de México-
Sur de México y Centroamérica, nosotros sugerimos que, areas con poca o nula
elevacion como el Istmo de Tehuantepec en México y el Valle de Puebla-Tlaxcala,
podrian estar influenciando la estructura genética-geografica, actuando como barreras
(Hernandez-Canchola, 2018). Especificamente, el Istmo de Tehuantepec parece ser un
factor importante para la delimitacién de muchos clados intraespecificos de vertebrados
con distribucién montana (Sullivan et al., 2000; Ornelas et al., 2013; Caviedes-Solis &
Leaché, 2018), sin embargo, se ha sugerido que la divergencia poblacional en estas
especies pudo ocurrir en diferentes lapsos debido a que el valle ha funcionado como
barreray corredor en distintos tiempos (Ornelas et al., 2013). De esta manera, podemos
sugerir que los factores geoldgicos y climaticos del pasado son los que mayormente han
influenciado el proceso evolutivo de este taxdn de tierras altas en Mesoamérica, como
se ha reportado en otras especies de mamiferos (Sullivan et al., 2000; Avila-Valle et al.,

2012).

Como se menciond anteriormente, para ambas especies las fluctuaciones
climaticas del pasado pudieron haber promovido una estructura genética debido a la
expansion y contraccién de las poblaciones (Morcillo et al. 2016; Hernandez-Canchola &
Ledn-Paniagua, 2017). En murciélagos y otros vertebrados, se ha estudiado que no sélo
eventos geoldgicos y climaticos del pasado pueden impactar en la diversidad y
composicion genética de las poblaciones, también rasgos ecoldgicos y bioldgicos
especificos de cada taxa (Chen et al., 2010). Estas dos especies relacionadas y parecidas
morfoldgicamente, presentan sutiles diferencias en algunos rasgos ecolégicos. Por
ejemplo, se ha visto que S. parvidens tiene una distancia maxima de actividad por noche
mayor que S. hondurensis. La especie de tierras bajas llega a recorrer hasta 3.2km en
una noche (Fenton et al., 2000), y la especie montana sélo 1.5km (Cortés-Delgado &
Sosa, 2014). Ademds, a pesar de que ambas especies son consumidoras primarias de
frutos de Solanum vy Piper (Fleming, 1986), S. parvidens suele consumir mayor variedad
de frutos (Saldafia-Vazquez, 2014), por lo cual, podria considerarse que estas

diferencias, aunadas a la evidencia de que no existe aislamiento por distancia en las
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poblaciones de S. parvidens, pueden ofrecerle mayores oportunidades para dispersarse.
De esta manera, podemos sugerir que las zonas poco elevadas y circundantes a las
grandes cadenas orogénicas, podrian facilitar el contacto y dispersién entre las
poblaciones de esta especie de murciélago (Hernandez-Canchola & Ledn-Paniagua,
2017). Es por ello que, en ausencia de aparentes barreras geograficas entre estos dos
grupos genéticos se ha sugerido que la permanencia de éstos se deba a factores
abidticos contempordneos. Herndndez-Canchola y Ledn-Paniagua (2017) reportaron
una diferenciacidn climatica entre los grupos del Este y Oeste, ya que la Vertiente del
Pacifico mexicano presenta temperaturas mas altas y una estacionalidad mas marcada,
en comparacién con los haplogrupos de la Vertiente del Golfo de México y

Centroamérica.

Destaca que la mayor semejanza entre ambas especies es que existe un
haplogrupo caracteristico del Pacifico mexicano. Este patrdon biogeografico es comun ya
que esta zona presenta altos niveles de endemismo (Ceballos & Garcia, 1995; Arbeldez-
Cortés et al., 2014). Diversos eventos histéricos se han relacionado con ello y destaca la
formacién de grandes cadenas orogénicas como la Sierra Madre Occidental y la Faja
Volcanica Transversal, que promovieron la permanencia de muchos tipos de vegetacion,
en especial de las selvas secas (Becerra & Venable, 2008). Otro evento importante
fueron los fendmenos de extensidn y retraccién de los diferentes tipos de vegetacién
durante las oscilaciones climaticas pasadas, que pudieron haber separado grandes
poblaciones y de esta forma promovieron la diversificacién de linajes de especies de
vertebrados en la zona (Arbeldez-Cortés et al., 2010; Castellanos-Morales et al., 2015;
Sullivan et al., 2000). Especificamente dentro de los mamiferos, podemos encontrar al
menos once especies de murciélagos que son endémicas para la region, como es el caso
de Musonycteris harrisoni (Ceballos & Garcia, 1995). Se ha estudiado que debido a la
limitada vagilidad de este taxdn, la Sierra Madre Occidental y otras grandes montafias
gue se encuentran en la Vertiente del Pacifico, podrian estar delimitando su estructura
filogeografica (Ortega et al., 2009). Al contrario, con la especie montana de estudio se
sugiere que las tierras bajas de la Cuenca del Balsas y el Valle de Puebla y Tlaxcala,
posiblemente estan limitando el haplogrupo del Oeste debido a que podrian actuar

como barrera para la dispersion de estos murciélagos. En contraste con S. parvidens,
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donde la delimitacién del grupo genético del Pacifico estaria mayormente relacionada

con factores climaticos de la region (Hernandez-Canchola, 2018).

Los andlisis presentados contribuyen a la comprension de los procesos biolégicos
e histdricos que tuvieron lugar en Mesoamérica, area considerada como un hot-spot de
biodiversidad con alto porcentaje de especies endémicas (Becerra & Venable, 2008). El
estudio de la evolucidn molecular de las especies nos ayudara a entender cdmo ocurrié
este proceso de diversificacién en esta zona, y por lo tanto, aportar informacién
necesaria para la identificaciéon de areas prioritarias para la conservacion de especies,
las cuales se han visto fuertemente amenazadas por actividades antropogénicas
(Becerra & Venable, 2008; Suarez-Mota et al., 2014). Si bien los eventos histéricos y
climaticos promovieron un proceso de diversificacién genética en estos murciélagos,
cada especie fue afectada de manera diferente, por lo que este tipo de analisis son de
gran relevancia debido a que nos muestran patrones biogeograficos donde se puede
inferir que cada taxon se ve afectado diferencialmente. Es por esto que la construccién
de estrategias de conservacion futuras deberia considerarse como especie-especificas.
Ademas, Sturnira parvidens y S. hondurensis son especies clave ya que participan en el
proceso de regeneracion de bosques, debido a que dispersan de semillas de plantas
pioneras (Fleming, 1986); por lo que el estudio de su historia bioldgica serd importante

para la conservacion de otras especies.

5.4 Perspectivas

El identificar los eventos de diversificacidn en las especies ayuda a actualizar los estados
de las unidades taxondémicas, y en este caso particular, se recomienda complementar
este analisis con estudios morfométricos para determinar si nuestra evidencia de
estructuracién genética concuerda con un patrén de diversificacién en la morfologia de
ambas especies (en proceso: Hernandez-Chdvez y Sanchez-Miranda), ya que
anteriormente se ha observado que los grupos genéticos coinciden total o parcialmente
con la distribucion de subespecies descritas para otras especies de vertebrados en
Mesoamérica (Arbeldez-Cortés et al., 2014). Ademads, la comparacion con otros
marcadores moleculares como los microsatélites permitiria completar la historia

evolutiva de estos murciélagos ya que se podria obtener informacién mas precisa sobre
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la conexidn y flujo génico entre las poblaciones de estas especies (en proceso: Cabrera-

Garrido y Hernandez-Garcia).

6. Conclusiones

La alta variacion genética mitocondrial mostrada en Sturnira parvidens y Sturnira
hondurensis concuerda con los sucesos evolutivos relativamente recientes que se han
propuesto para la filogenia del género. La estructura genética-geografica de la especie
de tierras bajas sugiere la presencia de dos areas histéricas dentro de Mesoameérica que
posiblemente promovieron dos linajes: uno en la Vertiente del Pacifico y otro en la
Vertiente del Golfo, y se apoya la hipdtesis de que la delimitacidn de estos haplogrupos
probablemente se deba a factores abidticos contemporaneos y rasgos bioldgicos de la
especie. La especie montana, S. hondurensis, presentd mas grupos genéticos y de igual
manera se detectd un linaje al oeste de su distribucion en México, que es congruente
con la distribucion de su subespecie S. hondurensis occidentalis pero incrementando el
area hacia el centro de la Faja Volcanica Transmexicana. En contraste con la especie de
tierras bajas, nuestros resultados sugieren que los factores geoldgicos y climaticos del
pasado son los que mayormente han influenciado la estructura de este taxén de tierras
altas en Mesoamérica. En conclusidn, las disparidades entre las estructuras genéticas de
estos murciélagos relacionados y con distribuciones contrastantes, probablemente
estén resaltando procesos que son resultado de su propia historia de vida y rasgos

ecoldgicos.
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respectivamente.

Taxoén
Museo Muestra Pais Estado Localidad Latitud Longitud ND2 RAG2

S. parvidens LSUMZ LSUMZ2623 Costa Rica Alajuela 3 Km S Orotina 9.873 -84.533 LIGC

S. parvidens LSUMZ LSUMZ2624 Costa Rica Alajuela 3 Km S Orotina 9.873 -84.533 LIGC

S. parvidens LSUMZ LSUMZ2625 Costa Rica Alajuela 3 Km S Orotina 9.873 -84.533 LIGC  LIGC

. 5KmS, 6 KmW

S. parvidens  LSUMZ LSUMZ1820 CostaRica | \iirenas Esparza 9.9493  -84.7231 LIGC

S. parvidens LSUMZ LSUMZ408 Costa Rica San José 14 rd Km S La Gloria 9.56692 -84.424051 LIGC  LIGC

S. parvidens LSumz LSUMZ409 Costa Rica San José 14 rd Km S La Gloria 9.56692 -84.424051 LIGC  LIGC

S. parvidens LSUMZ LSUMZ411 Costa Rica San José 14 rd Km S La Gloria 9.56692 -84.424051 LIGC

S. parvidens LSUMZ LSUMZ412 Costa Rica San José 14 rd Km S La Gloria 9.56692 -84.424051 LIGC  LIGC
La Ceiba, S.A.G.

S. parvidens  TTU TK136986  Honduras . | Laboratorio 15.746214 -86.863228 LIGC  LIGC
La Ceiba, S.A.G.

S. parvidens  TTU TK136990  Honduras . Laboratorio 15.746214 -86.863228 LIGC  LIGC
5 Km NW Santa Rosa

S. parvidens  TTU TK101960 ~ Honduras . de Copan 14.7667  -88.7833 LIGC  LIGC
5 Km NW Santa Rosa

. TK101969 Hond

S. parvidens ~ TTU onauras - e opan de Copan 14.7667  -88.7833 LIGC  LIGC
3KmN, 12.5 Km SW

S. parvidens  TTU TK101033  Honduras San Lorenzo 13.378433 -87.537264 LIGC  LIGC
3 KmN, 12.5 Km SW

101 !

S. parvidens  TTU TK101040  Honduras san Lorenzo 13378433 -87.537264 LIGC  LIGC

Hampolol, ejido.
EGTO11 México Estacion bioldgica

S. parvidens MZFC-M Campeche CEDESU 19.933056 -90.4 LIGC LIGC

Hampolol, ejido.
MCYTO053 México Estacidn bioldgica
S. parvidens MZFC-M Campeche CEDESU 19.933056 -90.4 LIGC LIGC

Anexo A. Ejemplares secuenciados en el presente estudio. Los ejemplares con la etiqueta -LIGC- fueron incluidos en la alineacién de los genes ND2 y RAG2,
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San Luis
Potosi

Tamaulipas
Tamaulipas

Tamaulipas

San Isidro. La Gringa
San Isidro. La Gringa

San Isidro. La Gringa
Zoquiapam. Boca de
Los Rios
Zoquiapam. Boca de
Los Rios
Zoquiapam. Boca de
Los Rios

Huehuetla, 3 km S

Huehuetla, 3 km S
Camino a rancho
Santa Puebla

Presa Zimapan, 4 km
NW Tziquia

San Miguel Palma
Tangojoé

Tangojoé

La Unidn, 5km N

San Nicolas de los
Montes

San Nicolas de los
Montes

Santa Maria
Acapulco, 3 km SW.
El Mezquital

Ejido El Plomo, 26 km
S, 10 km W La Pefia
Ejido El Plomo, 26 km
S, 10 km W La Pefia
Ejido El Plomo, 26 km
S, 10 km W La Pefia

17.103611
17.103611
17.103611

17.546667

17.546667

17.546667
20.089444
20.089444

18.328897

20.607167
20.901944
21.163889
21.163889

17.940556

22.125833

22.125833

21.461667

23.14406

23.14406

23.14406

-94.1225
-94.1225
-94.1225

-96.846667

-96.846667

-96.846667
-97.61
-97.61

-97.474675

-99.608667

-100.0525
-99.109444
-99.109444

-88.882222

-99.427778

-99.427778

-99.451389

-98.24086

-98.24086

-98.24086

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
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Ejido El Plomo, 26 km

S. parvidens  CIIDIR-D TD2175  Mexico o aulipas S, 10 km W La Pefia 23.14406  -98.24086 LIGC  LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO067 México  Veracruz  Ignacio Zaragoza 19.981472 -96.961111 LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO068 México  Veracruz  Ignacio Zaragoza 19.981472 -96.961111 LIGC  LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO070 México  Veracruz  Ignacio Zaragoza 19.981472 -96.961111 LIGC  LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO75 México  Veracruz  Ignacio Zaragoza 19.981472 -96.961111 LIGC  LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO77 México  Veracruz  lIgnacio Zaragoza 19.981472 -96.961111 LIGC  LIGC
S. parvidens MZFC-M MRMO058 México  Veracruz  Los Idolos 19.897222 -96.853722 LIGC
S. parvidens ROM F48087 Nicaragua Rivas 11.421 -85.824 LIGC LIGC
San Luis
S. parvidens MZFC-M AIMNO74 México  Potosi Raydn, La Peifiita 21.855583 -99.547278 LIGC LIGC
La Concordia, Finca
Arroyo Negro. Arroyo
S. parvidens ECOSCM ECOS7404 México  Chiapas Grande 15.842667 -93.050611 LIGC
Taxon Museo  Muestra Pais Estado Localidad Latitud Longitud ND2 RAG2
Parque Nacional
Montecristo, Bosque
S. hondurensis ~ ROM ROM101402 ElSalvador Santa Ana Nebuloso 14.41666667 -89.36666667 LIGC LIGC
Parque Nacional
Montecristo, Bosque
S. hondurensis ROM ROM101403 El Salvador Santa Ana Nebuloso 14.41666667 -89.36666667 LIGC LIGC
Parque Nacional
Montecristo, Bosque
S. hondurensis ROM ROM101417 ElSalvador Santa Ana Nebuloso 14.41666667 -89.36666667 LIGC LIGC
Parque Nacional
Montecristo, Bosque
S. hondurensis ~ ROM ROM101418 El Salvador Santa Ana Nebuloso 14.41666667 -89.36666667 LIGC LIGC
Parque Nacional
Montecristo, Bosque
S. hondurensis ROM ROM101420 ElSalvador Santa Ana Nebuloso 14.41666667 -89.36666667 LIGC LIGC
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. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis
. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

. hondurensis

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM

ROM
ROM
ROM

ROM

ROM

ROM101421

ROM101422

ROM101434

ROM101461

ROM101462

ROM101468

ROM101469

ROM101473

ROM98476

ROM98477

ROM98258
ROM99785
ROM99786

ROM99830

ROM99839

MZFC-M 2006SGP

El Salvador

El Salvador

El Salvador

El Salvador

El Salvador

El Salvador

El Salvador

El Salvador

Guatemala

Guatemala

Guatemala
Guatemala

Guatemala

Guatemala

Guatemala

México

Santa Ana

Santa Ana

Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
Santa Ana
El Progreso
El Progreso

Sacatepequez
Solola

Solola
Zacapa
Zacapa

Chiapas

Parque Nacional
Montecristo, Bosque
Nebuloso

Parque Nacional
Montecristo, Bosque
Nebuloso

Parque Nacional
Montecristo, Bosque
Nebuloso

Parque Nacional
Montecristo, Los Planes
Parque Nacional
Montecristo, Los Planes
Parque Nacional
Montecristo, Los Planes
Parque Nacional
Montecristo, Los Planes
Parque Nacional
Montecristo, Los Planes
Rio Uyus, 5 km E of San
Cristobal Acasaguastlan
Rio Uyus, 5 km E of San
Cristobal Acasaguastlan
5 km W of San Miguel
Duanas

Panajachel

Panajachel

2 km N of San Lorenzo,
Sierra De Las Minas

2 km N of San Lorenzo,
Sierra De Las Minas
6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla

14.41666667

14.41666667

14.41666667

14.4

14.4

14.4

144

144

14.95

14.95

14.53333333
14.75
14.75

15.1

15.1

17.1877

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.36666667

-89.83333333

-89.83333333

-91.85
-91.15
-91.15

-90.66666667

-90.66666667

-93.12386

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
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S. hondurensis
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S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

ECOSCM

ECOSCM
MZFC-M
MZFC-M

ECOSCM

ECOSCM

ECOSCM

ECOSCM

ECOSCM

ECOSCM
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

2007SGP

2008SGP

2009SGP

2010SGP

2011SGP

ECOSCM2423

ECOSCM2424
TACMO73
TACMO74

ECOSCM7402

ECOSCM7403

ECOSCM7405

ECOSCM7408

ECOSCM2448

ECOSCM2450
GHC526
GHC527
GHC528
GHC530
TACMO003

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México

México
México

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas

Chiapas
Chiapas
Chiapas

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas

6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla
6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla
6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla
6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla
6.2 Km O Tapalapa,
carretera a Coapilla
Cerro Mozotal. La Gravera
6.7 km SW Porvenir
Cerro Mozotal. La Gravera
6.7 km SW Porvenir

Chiquihuites, 1.3 km NNW

Chiquihuites, 1.3 km NNW
Finca Arroyo Negro. Arroyo
Grande.

Finca Arroyo Negro. Arroyo
Grande.

Finca Arroyo Negro. Arroyo
Grande.

Finca Arroyo Negro. Arroyo
Grande.

Parque Ecoldgico El
Porvenir

Parque Ecoldgico El
Porvenir

Sierra Morena
Sierra Morena
Sierra Morena
Sierra Morena

Volcan Tacand. Chiquihuites

17.1877

17.1877

17.1877

17.1877

17.1877

15.43244167

15.43244167
15.10611111
15.10611111

15.84266667

15.84266667

15.84266667

15.84266667

15.45555556

15.45555556
16.1505
16.1505
16.1505
16.1505

15.09413889

-93.12386

-93.12386

-93.12386

-93.12386

-93.12386

-92.33796389

-92.33796389
-92.10330556
-92.10330556

-93.05061111

-93.05061111

-93.05061111

-93.05061111

-92.28055556

-92.28055556
-93.58997222
-93.58997222
-93.58997222
-93.58997222
-92.09561111

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
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. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis

S. hondurensis

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D
CIIDIR-D

TACMO007
GHC136
GHC137
GHC140
MYACH445
CBMO002
MAMTO001
MAMTO002
MAMTO19
MAMTOO07

058BCTD

HCOMO027

UMSP464

UMSP466

SAM1145
4486
4488
4491
4493
4495
4497
4499
4501
4503
4505

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

México

México

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

México

Chiapas
Colima
Colima
Colima
Colima
Guerrero
Guerrero
Guerrero
Guerrero

Guerrero
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo

Hidalgo
Hidalgo
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco

Jalisco

Volcan Tacana. Chiquihuites
La Yerbabuena

La Yerbabuena

La Yerbabuena

La Yerbabuena

Carrizal del Bravo

Carrizal del Bravo

Carrizal del Bravo

Carrizal del Bravo

Carrizal del Bravo, 3.4 km SE
Cabaia 0.6 km rumbo a 5
de Mayo

Cerro Jarros, 1 km E. El
Sétano

Cerro Jarros, 1 km E. El
Sétano

Cerro Jarros, 1 km E. El
Sétano

Rancho "El Gosco"
El Borbollon
El Borbollon
El Borbollon
El Borbolléon
El Borbollon
El Borbollén
El Borbollon
El Borbollén
El Borbollon
El Borbolléon

15.09413889
19.47176
19.47176
19.47176
19.47176

17.61944444

17.61944444

17.61944444

17.61944444

17.58972222

20.33444444

21.18388889

21.18388889

21.18388889
20.32926667
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983
19.4983

-92.09561111
-103.67955
-103.67955
-103.67955
-103.67955

-99.83805556

-99.83805556

-99.83805556

-99.83805556

-99.83166667

-98.23805556

-98.88833333

-98.88833333

-98.88833333
-98.23833333
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398
-103.68398

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
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Lnh h O uhL uL ubL u u

. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis

S. hondurensis

CIIDIR-D
CIIDIR-D
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

4507 Meéxico

4512 México
GHC434 México
560LLP México
561LLP México
VBD México
CuUIT93 México
CuUIT94 México
CUPA063 México
GHC412 México
GHC414 México
GHC414E México
GHC365 México
GHC367 México
GHC372 México
GHC377 México
GHC379 México
GHC394 México
GHC395 México
GHC396 México
231UMSP México
MYACO064 México
MYACO066 México
MYACO073 México
MYACO076 México

Jalisco
Jalisco
Jalisco

México

México
México
Michoacan
Michoacan
Michoacan

Nayarit
Nayarit

Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Nayarit
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca

Oaxaca

El Borbolldon
El Borbollon

Roca Venados

Carretera Ocuilan de
Arteaga-Cuernavaca, km 14
Carretera Ocuilan de
Arteaga-Cuernavaca, km 14

Valle de Bravo
San José del Rincon
San José del Rincon

San Juan Bautista

2 Km al W de Venustiano
Carranza

2 Km al W de Venustiano
Carranza

2 Km al W de Venustiano
Carranza

La Noria

La Noria

La Noria

La Noria

La Noria

La Noria

La Noria

La Noria
Chalchijapa

La Yerbabuena
La Yerbabuena
La Yerbabuena

La Yerbabuena

19.4983
19.4983
20.476889

18.96972222

18.96972222
19.19509722
19.864695
19.864695
19.43325

21.517361

21.517361

21.517361
21.484778
21.484778
21.484778
21.484778
21.484778
21.484778
21.484778
21.484778
17.07694444
16.203
16.20305556
16.20305556
19.19972222

-103.68398
-103.68398
-104.754333

-99.33916667

-99.33916667
-100.1326722
-100.779383
-100.779383
-102.0618389

-104.999611

-104.999611

-104.999611
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-104.994056
-94.59916667
-97.355
-97.355
-97.355
-97.355

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
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LIGC
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LIGC
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MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MYACO077

YAGJO014

YAGJO015

YAGJO16

YAGJO17
184SMY
189SMY

124CAS
SNP176
SNP177

SNP203

SNP204
SNP216
SNP275
SNP0OO1
SNPO84
SNP085
CUET-014
SNP232
SNP249

015YMH

016YMH

México

México

México

México

México
México

México

México
México
México

México

México
México
México
México
México
México
México
México

México

México

México

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca
Oaxaca

Oaxaca

Oaxaca
Puebla
Puebla

Puebla

Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla
Puebla

Querétaro

Querétaro

La Yerbabuena

San Miguel Aloapan a 4.5
Km al NE

San Miguel Aloapan a 4.5
Km al NE

San Miguel Aloapan a 4.5
Km al NE

San Miguel Aloapan a 4.5
Km al NE

Zona habitacional

Zona habitacional
Zoquiapam. Boca de Los
Rios

Cascadas Xaltatempa
Cascadas Xaltatempa
Cerro miqueco,
campamento provisional
Cerro miqueco,
campamento provisional
Chopilco

Escahuasco

La Cafada

La cafiada, San Cristébal.
La cafiada, San Cristébal.
San Andrés Tzicuilan
Xochititan

Xochititan

Carretera San Juan del Rio-

Xilitla, km 241

Carretera San Juan del Rio-

Xilitla, km 241

19.19972222

17.42115

17.42115

17.42115

17.42115
17.23277778
17.23277778

17.54666667
19.88694
19.88694

19.88727

19.88727
19.799
19.84038
19.78933
19.78783
19.78783
20.01403056
19.887803
19.887803

21.26638889

21.26638889

-97.355

-96.68697

-96.68697

-96.68697

-96.68697
-96.44972222
-96.44972222

-96.84666667
-97.83377
-97.83377

-97.69316

-97.69316
-97.807361
-97.82688
-97.816083
-97.8153
-97.8153
-97.50641111
-97.7584467
-97.7584467

-99.19527778

-99.19527778

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
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. hondurensis

. hondurensis
. hondurensis
. hondurensis

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

1650MQ

AIMN250

AIMN260

AIMN162

AIMN164

AIMN187

AIMNOO3

AIMN112

AIMN113

AIMN121
GHC341

GHC341E
MRM190
MRM133
MRM134
MRM121
MRM122

MRM183

MRM184
MRMO086
MRM211

México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

Querétaro
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi
San Luis
Potosi

Sinaloa
Sinaloa
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz
Veracruz
Veracruz

Pefiamiller, 0.5 km SW
La Chicharrilla

La Chicharrilla

La Pefiita

La Pefiita

La Pefiita

Las Guapas

Las Guapas

Las Guapas

Las Guapas

El Palmito "La Chara Pinta"
El Palmito "La Chara Pinta"
Los idolos

Manuel Gutiérrez Najera
Manuel Gutiérrez Najera
Pueblo Viejo

Pueblo Viejo

Salvador Diaz Mirdn, Cerro
Redondo

Salvador Diaz Mirén, Cerro
Redondo

San Felipe Cerro Quebrado |
San Felipe Cerro Quebrado |

21.05111111

21.79169444

21.79169444

21.85558333

21.85558333

21.85558333

21.93621944

21.93621944

21.93621944

21.93621944
23.5875
23.5875
19.89722222
19.792
19.792
19.81438889

19.81438889

19.79694444

19.79694444
20.00930556
20.00930556

-99.83861111

-99.52566667

-99.52566667

-99.54727778

-99.54727778

-99.54727778

-99.46138889

-99.46138889

-99.46138889

-99.46138889
-105.868167
-105.868167

-96.86038889

-96.86063889

-96.86063889

-96.87972222

-96.87972222

-96.88

-96.88
-96.91725
-96.91725

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC
LIGC
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S. hondurensis
S. hondurensis
S. hondurensis

S. hondurensis

S. hondurensis

S. hondurensis
S. hondurensis

S. hondurensis

MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MZFC-M
MZFC-M

MZFC-M

MRM142
MRM143
TACMO006
MRM166

AIMN261

123CAS
415CAS

263HRP

México
México
México
México
México
México
México

México

Veracruz
Veracruz
Chiapas

Veracruz

San Luis
Potosi

Oaxaca
Oaxaca

Hidalgo

Villa Nueva
Villa Nueva
Chiquihuites, 1.3 km NNW
Villa Nueva

La Chicharrilla
San Juan Bautista.
Atatlahuca

San Martin Caballero
Carretera Tehuatlan-
Huazalingo 10 km NW

19.77025
19.77025
15.10611111
19.77025

21.79169444

17.53108611
17.52166667

21.03583333

-96.86291667
-96.86291667
-92.10330556
-96.86291667

-99.52566667

-96.82743056
-97.78333333

-98.51888889

LIGC
LIGC
LIGC
LIGC

LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC

LIGC
LIGC

LIGC
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Anexo B. Secuencias obtenidas del Genbank. Las secuencias corresponden a los genes ND2 y

RAG2 del estudio de Velazco y Patterson (2013).

Taxoén Numero de Numero de acceso Pais Estado Latitud Longitud
voucher ND2 RAG2

S. parvidens LSUMZ28341 KC753976 KC754319 Costa Rica Puntarenas 9.9493 -84.7231
S. parvidens TTU62410 KC753991 KC754334 El Salvador La Paz 13.3646 -88.95
S. parvidens TTU62411 KC753992 KC754335 El Salvador Santa Ana 13.9542 -89.5667
S. parvidens ROM99284 KC753985 KC754328 Guatemala El Petén 17.2 -89.6167
S. parvidens TTU84422 KC753993 KC754336 Honduras Atlantida 15.7 -87.4667
S. parvidens TTU104285 KC753986 KC754329 Honduras Comayagua 14.8 -87.8833
S. parvidens TTU84608 KC753994 KC754337 Honduras Copan 14.7667 -88.7833
S. parvidens TTU61103 KC753990 KC754333 Honduras Valle 13.3025 -87.4983
S. parvidens ROM96276 KC753983 KC754326 México Campeche 18.8 -90.9833
S. parvidens TTU104631 KC753987 KC754330  México Chiapas 16.5487 -93.882
S. parvidens ROM97412 KC753984 KC754327  México Quintana Roo 18.6833 -87.7333
S. parvidens MSB53756 KC753977 KC754320  México Sonora 26.9451  -108.8843
S. parvidens MSB53759 KC753979 KC754322 México Sonora 26.9451  -108.8843
S. parvidens MSB53760 KC753980 KC754323 México Sonora 26.9451  -108.8843
S. parvidens MSB53758 KC753978 KC754321 México Sonora 27.0422  -108.9723
S. parvidens TTU44789 KC753989 KC754332 México Tamaulipas 23.1131 -99.1583
S. parvidens MSB82216 KC753981 KC754324 México Veracruz 19.5897 -96.3803
S. parvidens MSB82218 KC753982 KC754325 México Veracruz 19.5897 -96.3803
S. parvidens TTU105076 KC753988 KC754331 México Veracruz 19.2013 -96.4916
S. hondurensis MVZ223172 KC753911 KC754258 Guatemala Huehuetenango 15.8052 -91.5062
S. hondurensis ROM101366 KC753914 KC754261 El Salvador Santa Ana 14.4167 -89.3667
S. hondurensis ROM101474 KC753915 KC754262 El Salvador Santa Ana 14.4 -89.3667
S. hondurensis MVZ223178 KC753912 KC754259 Guatemala Huehuetenango 16.0064 -91.4998
S. hondurensis MVZ223393 KC753913 KC754260 Guatemala El Progreso 15.0812 -89.9429
S. hondurensis TTU83675 KC753917 KC754264 Honduras Francisco Morazan 14.2057 -87.116
S. hondurensis TTU104945 KC753916 KC754263 México San Luis Potosi 22.7839 -99.4642
V. bidens MPEG 20840 F1154247 FJ154379
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Anexo C. Protocolo de extraccion de DNA por el método de NaCl y cloroformo: alcohol
isoamilico.

. Colocar de 30 a 100mg de tejido en un microtubo limpio

. Adicionar 410 ul de Buffer de lisis* y 90 ul de SDS al 10%

. Incubar a 65°C por 15 minutos

. Homogenizar el tejido en particulas finas

. Aiiadir 20 pl de Proteinasa K

. Vortex por 10 segundos

. Incubar a 65°C por 30-40 minutos

. Adicionar 200 pl de NaCl saturado (6M)

. Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos

10. Incubar en bafio de hielo por 10 minutos

11. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos

12. Transferir 400 pl del sobrenadante a un microtubo limpio

13. Adicionar 350 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

14. Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos

15. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos

16. Transferir 400 pl del sobrenadante a un microtubo limpio

17. Adicionar 800 pl (6 2 voliumenes de lo colectado) de etanol puro frio

18. Mezclar un par de veces por inversién

19. A) Si se observa pellet de DNA: Transferir el pellet a un microtubo limpio que
contenga agua

19. B) Si no se observa pellet de DNA: Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos
Decantar el etanol

Secar las muestras y retirar etanol restante
Disolver el DNA en agua

O 00 NO UL B WN -

*Buffer de lisis (450mL):
10mL NaCl [5m]

25mL Tris [IM] pH 8.0
100mL EDTA [0.5M] pH 8.0
Aforar con agua



Anexo D. Gréficas de la regresidn lineal entre las distancias geograficas y genéticas de S.
parvidens y S. hondurensis
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Anexo E. Arboles completos de Neighbor Joining construidos con el gen ND2.

SAhoM4 016YMH
SAhoM4 1650MQ
SAhoM4 SNP232
SAhoM4 SNP216
SAhoM4 SNP177
SAhoM4 SNP001
SAhoM4 MRM190
SAhoM4 MRM166
SAhoM4 MRM142
SAhoM4 AIMN187
SAhoM4 AIMN164
SAhoM4 AIMNT12
SAhoM4 TK150033
SAhoM4 058BCTD
SAhoM4 AIMN260
SAhoM4 MRM211
SAhoM4 MAMT019
SAhoM4 CBMO002
SAhoM4 184SMY
SAhoM4 MYACO066
SAhoM4 MYACO073
SAhoM4 MYACO076
SAhoM4 YAGJ015
is SAhoM4 MRMO086
— SAhoM4 123CAS
61 82— sAhoM4 MAMTO02
SAhoM4 MAMT007
SAhoM4 MYACO077

5o |_‘: SAhoM4 MAMTO001
5 37 L— SAhoM4 YAGJ017
60 — SAhoM3 2006SGP

g SAhoM3 2008SGP
SAhoM3 GHC530
a2 SAhoMS5 124CAS

:

22 22 SAhoM5 MYAC064

SAhoM5 YAGJ014

51 52 SAhoM5 AIMN113
= SAhoM5 AIMN162

5 SAhoM5 MRM143

20 SAhoM5 UMSP466
SAhoW6 TD4497
SAhoW6 TD4501
. .

] SRR eEANe Sturnira hondurensis
67 L sahows MYACH445
SAhoWE TD4491
SAhoWE TD4493
SAhoW6E GHC394
SAhoW6 GHC379
SAhoW6E GHC367
SAhoW6E GHC412
SAhoW6 TD4505
SAhoW6E GHC140
SAhoW6 VBD
SAhoWe6 CUIT94
SAhoW6 TD4499
SAhoW6 GHC365
SAhoWE TD4495
SAhoW6 GHC395
SAhoW6 GHC137
SAhoW6 GHC377
SAhoW6 GHC396
SAhoWE6 TD4486
SAhoWE 560LLP
SAhoWE6 TD4512
SAhoWE TD4488
SAhoW6E GHC136
SAhoWE CUIT93
SAhoWE 561LLP
SAhoW6 TD4507
SAhoW6E GHC341
SAhoW6E GHC341E
SAhoW6 GHC372
SAhoW6E GHC414
5 SAhoW6 GHC414E

15 SAhoW6 GHC434

26 59

~
W
-
N
N -
o ~
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SAhoC1 TACMO006

74 — SAhoC1 SNP084
82 SAhoC1 SNP249

SAhoC1 MRM184
45— SAhoC1 ROM98477

L sAnoC1 SNP203
34 [— SAhoC1 ROM101402

L sahoC1 SNP08S
5 — SAhoC1 ECOSCM2448
4 SAhoC1 ROM99830
5 SAhoC1 ROM99786
SAhoC1 ROM38476
SAhoC1 ECOSCM7405

SAhoC1 TACMO007
SAhoC1 ECOSCM2424
SAhoC1 JLP24489
SAhoC1 2011SGP
SAhoC1 ECOSCM2450
SAhoC1 AIMNO03
SAhoC1 AIMN250
SAhoC1 AIMN261
SAhoC1 ECOSCM7408
SAhoC1 MRM133
SAhoC1 MRM134
SAhoC1 MRM183
SAhoC1 SNP275
SAhoC1 UMSP464
SAhoC1 AAC30
SAhoC1 ROM101473
SAhoC1 F35544
SAhoC2 TK101014
SAhoC1 ROM101434
SAhoC1 189SMY
SAhoC1 SGP1391
SAhoC2 ROM101468
SAhoC2 CUETMO014

%5 g3 [— SAhoC2 AIMN121
L sAhoC2 MRM121
SAhoC2 2007SGP
SAhoC2 ROM101418

13 — SAhoC2 ROM101469
SAoC2 TACMO73
i 7 SAhoC2 ROM101461
55 SAhoC2 ROM101421
32 SAhoC2 ROM101420
3 i SAhoC2 HCOM027

L SAhoC2 SAM1145

6
a5 — SAhoC2 GHC526
SAhoC2 GHC528
SAhoC2 ROM98258
= #1231 SAneC2 SNP204
i SAhoC2 F35652
85 L— SAhoC2 ROM101422
7

28
SAhoC2 MRM122
SAhoC2 ROM101403
EI—E SAhoC2 TACMOT74
s SAhoC2 ROM101462

SAhoC2 ROM101417
SAhoC2 2009SGP
SAhoC2 2010SGP
SAhoC2 ECOSCM7402
SAhoC2 ROM99785
SAhoC2 ECOSCM2423
SAhoC2 ECOSCM7403
SAhoC2 GHC527
SAhoC2 TACM003

98

Vampyressa bidens voucher ALG 148(ND2)
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32

97

0 — SBpaW GHC457
SBpaW GHC446
SBpaW GHC164
SBpaW GHC142
SBpaW GHC168
68 L SBpaW GHC165
SBpaW NK5623
SBpaW NK5524
SBpaW CAS151

{5

SBpaW TD334
SBpaW TD3501
SBpaVWV TD3498
SBpaW MAG008
SBpaW MAG006
SBpaW GHC161
SBpaW MCP079
SBpaW GHC240
SBpa GHC040W481
SBpaW GHC162
SBpaW GHC470
SBpaW TD2724
SBpaW MBB012
SBpaW GHC160
SBpaW GHC138
SBpaW GHC445
SBpaW MAG012
SBpa GHC217wW4

SBpaW GHC159
SBpaW GHC177
SBpaW GHC466
SBpaW NK5523
SBpaW TD2155
SBpaW TD2680
SBpaW TD3216
SBpaW TD95
SBpaW TD3205
SBpaW GHC176
SBpaW GHC151
SBpaW GHC141
SBpaW GHC469
SBpaW GHC103
81— SBpaW MAG017

L sBpaw mAaG007
42 — SBpaW GHC134
SBpaW GHC133
SBpaW MAG004
SBpaW GHC143
SBpaWV TD2679
SBpaW GHC032
SBpaW GHC178
SBpaW MAG016
SBpaWW MAR026
SBpaW MBB010
SBpaW MBB026
SBpaW MCHAMO79
SBpaW GHC163
SBpaW GHC091
SBpaW GHC465
SBpaW NK5580
SBpaW TD93

&1 — SBpaW MAG011
SBpaW GHC135

36 SBpaW GHC030

46 SBpaW GHC166
21 SBpaW GHC157
— SBpaW TD3726

31 L sBpaw TD339
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18

SBpaE ROM112201
SBpaE LSUMZ412
SBpaE LSUMZ2625
SBpaE UMSP064
SBpaE RAGO055
SBpaE AEM135
SBpaE LSUMZ409
SBpaE TD2177
SBpa AIMNO74
SBpaE GHC047
SBpaE TK34623
SBpaE SAM1111
SBpaE PIJM005
SBpaE GHC029
SBpaE LSUMZ408
SBpaE HRP210
SBpaE FN30092
SBpaE TD2174
SBpaE MAG014
SBpaE GHCO060
SBpaE GHC028
SBpaE GHC027
SBpaE UMSP117
SBpaE MYAC074
SBpaE GHCO044
SBpaE UMSP478
SBpaE HRP252
SBpaE MRMO068
SBpaE TK40384
SBpaE LSUMZ1820
SBpaE DJH2556
SBpaE AEM137
SBpaE HRP170
SBpaE MYAC063
SBpaE MRMO070
SBpaE TK101765
SBpaE RAGO061
50 — SBpaE GHC010
L sBpa ECOs7404
48 — SBpaE TK101960
43 SBpaE GHC009
23 SBpaE TK136990
SBpaE UMSP058
a8 L sBpaE ENCB06
SBpaE LSUMZ2624
62 — SBpaE RAG033
Blﬁ_l—E SBpaE NK27048
BpaE MRMO077
L. SBpaE NK27038
19 — SBpaE TD2176
63 SBpaE RAG004
SBpaE DORO013
BpaE TEH08
SBpaE AEM138
SBpaE CAS146
SBpaE CAS149
SBpaE CMX030
SBpaE EGT011
SBpaE ENCBO01
SBpaE ENCBO05
BpaE GHC042
SBpaE GHC046
SBpaE GHCO072
SBpaE GHC193
SBpaE GHC213
SBpaE MCYT053
SBpaE AEMO059
SBpaE TK101040
SBpaE MLR001
SBpaE TK136986
SBpaE TK101969
SBpaE MAMT059
SBpaE GHC045
SBpaE UMSP059
SBpaE UMSP021
SBpaE TD2179
SBpaE MRMO075
SBpaE AOWO015

20

Y I_[ SBpaE AEMO079
83 SBpaE TK101033
— SBpaE FN30887

41 L SBpaE FN31834
SBpaE TK150047

SBpaE TK150240

SBpaE TK101951

SBpaE TK27085
— SBpaE TK136014

50 L SBpaE TK34761
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