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2. Resumeny palabras claves

Se estudiaron murciélagos en el Parque Nacional Grutas de Lanquin, Alta Verapaz,
especificamente en las cuevas que componen el ecosistema subterraneo y el paisaje exterior. El
ecosistema subterraneo se encuentra amenazado por actividades humanas directas y el paisaje
exterior por el cambio de uso del suelo, por lo que es importante generar conocimiento basico para
las estrategias de conservacion de la biodiversidad. El objetivo fue generar informacién bajo
enfoques de investigacion ecoldgica y genética, mediante métodos de muestreo complementario.
Se utilizaron redes de niebla, micr6fonos ultrasénicos y una trampa de arpa para el registro de las
especies, y protocolos estandarizados para la toma de muestras y su procesamiento en laboratorio
para obtener secuencias genéticas de especies de interés de conservacion. Se registraron ocho
especies en las grutas, sin cambios en la abundancia relativa de las tres especies con mayor numero
de capturas entre las épocas de secas y de lluvias, pero con cambios en el porcentaje total de
hembras y hembras prefiadas de Pteronotus fulvus, con un valor mayor para las primeras en la
época de lluvias y presencia de las segundas Unicamente en la época de secas, de manera similar
para Mormoops megalophylla. También se observaron cambios en el porcentaje de individuos
juveniles de Balantiopteryx io, con un valor mayor en la época de lluvias. Por ultimo, se presenta
la caracterizacion acustica de las especies registradas en las grutas y calculos de la intensidad de
su actividad en el paisaje exterior, y andlisis genéticos de B. io, especie clasificada como

vulnerable.

Palabras clave: acustica animal; ecologia de poblaciones; ecosistema subterraneo; genética de

poblaciones; muestreo complementario.

Abstract

We studied bats in Las Grutas de Lanquin National Park, Alta Verapaz, specifically in the caves
that conform the underground ecosystem and the exterior landscape. The subterranean ecosystem
is threatened directly by human activities and the external landscape by changes in land use, then,
it is important to generate basic knowledge for biodiversity conservation strategies. Our objective
was to generate information under ecological and genetic research approaches, through

complementary sampling methods. We used mist nets, ultrasonic microphones, and a harp trap to
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record the bat species, and standardized protocols for sampling and processing DNA samples in
order to obtain genetic sequences of a conservation interest species. We recorded eight bat species
at the caves, without changes in the relative abundance of the three species with the highest number
of captures between the dry and rainy seasons, but with changes in the total percentage of females
and pregnant females of Pteronotus fulvus, with a value higher for the former in the rainy season
and presence of the latter only in the dry season, similarly for Mormoops megalophylla. We also
observed changes in the percentage of juvenile individuals of Balantiopteryx io, with a higher
value in the rainy season. Finally, we present the acoustic characterization of the species recorded
in the caves and calculations of the intensity of their activity in the outdoor landscape, and genetic

analyzes of B. io, a species classified as vulnerable.

Key words: animal acoustics; complementary sampling; population ecology; populations

genetics; underground ecosystems.

3. Introduccion

Los murciélagos (Orden Chiroptera) representan el segundo orden de mamiferos con mayor
namero de especies en el planeta (Kunz, 2013). Guatemala alberga 103 de las 170 especies
reportadas para Centroamérica (Rodriguez-Herrera y Sanchez, 2015; Kraker-Castafieda et al.,
2016; Trujillo et al., 2020). Segun la Red Latinoamericana y del Caribe para la Conservacion de
los Murciélagos (RELCOM, 2010), estos mamiferos enfrentan serias amenazas.

Estos mamiferos desempefian papeles importantes en los ecosistemas, principalmente la
dispersion de semillas, la polinizacién de plantas silvestres y cultivadas, y el control de insectos
plaga (Ferrarezzi y Gimenez, 1996; Simmons, 2005). Sin embargo, los servicios ecosistémicos
que brindan se ven contrastados por el mal concepto que se tiene de ellos, lo que lleva al
exterminio indiscriminado de individuos e incluso colonias enteras, por lo que es necesario
establecer prioridades para su conservacion (Burneo et al., 2015).

El Parque Nacional Grutas de Lanquin, ubicado al noreste del departamento de Alta Verapaz,
es uno de los sistemas de cuevas mas sobresalientes de la region constituido por rocas
sedimentarias de origen karstico (INGUAT, 2019); sin embargo, no se cuenta con estudios sobre

la biodiversidad que albergan. Las investigaciones en otros paises indican que las cuevas tienen
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un papel fundamental en la conservacion de los murciélagos, ya que suelen ser el principal refugio
de muchas especies amenazadas (Arita, 1996).

Asimismo, en el area, hay presencia de comunidades Maya-Q’eqchi’, las cuales tienen una
mala percepcion sobre los murciélagos debido a la interaccion con una especie hematdfaga
(Desmodus rotundus). Esto ultimo puede ser perjudicial para el resto de las especies que habitan
las cuevas. El objetivo de este proyecto fue generar conocimiento ecoldgico y genético sobre los
murciélagos, para establecer su estado de conservacion y sentar las bases para la evaluacion de sus

poblaciones a mediano y largo plazo.

4. Planteamiento del problema

Las cuevas forman parte de la atraccion turistica de Guatemala. EI INGUAT estima que los
complejos de cuevas en el municipio de Lanquin, conformado por las Grutas de Lanquin y las
Cuevas de Kan’ba’, son visitadas por 16,000 turistas anualmente (INGUAT, 2019). Las Grutas
de Lanquin (en adelante las grutas) estan ocupadas por colonias numerosas de murciélagos de
distintas especies y familias taxondmicas; sin embargo, hasta este estudio, aun no se habia
realizado investigacién que documentara esta diversidad y, por lo tanto, no existian datos para
integrarlos en el plan de manejo, especificamente por la importancia de este grupo taxonémico
para el ecosistema subterraneo y el paisaje exterior.

En las grutas y su paisaje exterior se han documentado, a partir de observaciones eventuales,
especies de murciélagos de interés para conservacion; por ejemplo, Natalus mexicanus, la cual es
especialista de bosque y Balantiopteryx io, la cual estd incluida en el Listado de Especies
Amenazadas (LEA) del Consejo Nacional de Areas Protegidas (CONAP, 2009). Esta dltima, es
considerada vulnerable por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN),
y se encuentra incluida en el catdlogo del programa Evolutionarily Distinct and Globally
Endangered (EDGE), el cual contempla especies que podrian estar experimentado la disminucion
de sus poblaciones y estar en riesgo de extincion local.

Algunas especies de murciélagos, ademas de utilizar las cuevas como refugio, son
dependientes de la cobertura boscosa en el paisaje exterior (p. €j., B. io; B. Miller, com. pers.).
Los bosques ofrecen condiciones adecuadas para especies de vuelo lento y altamente maniobrable,

y proveen conectividad estructural, ya que las areas abiertas implican un mayor costo energético
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debido a la fuerza del viento (Lacki et al., 2007; Fuentes-Montemayor et al., 2013). Por lo tanto,

identificar las areas con presencia y actividad de abastecimiento en el paisaje exterior es

fundamental para establecer acciones de conservacion.

5. Delimitacion en tiempo y espacio

5.1. Delimitacion en tiempo

La investigacion se enmarca en un proyecto con financiamiento parcial de la Sociedad
Zooldgica de Londres (ZSL, por sus siglas en inglés). Dicho proyecto, inicié en mayo de
2021 y finalizard en marzo de 2023, y lleva por titulo Ecology and conservation of the sac-
winged bat, Balantiopteryx io, in Lanquin, Guatemala. ElI componente de investigacion
propuesto para la Direccion General de Investigacion (DIGI) tuvo una duracién de ocho
meses, de febrero a septiembre de 2022, y contempld el andlisis ecoldgico y genético de las

poblaciones de distintas especies de murciélagos presentes en las grutas y su paisaje exterior.

5.2. Delimitacion espacial

La investigacion se llevd a cabo en el Parque Nacional Grutas de Lanquin, ubicado en el
municipio de Lanquin, Alta Verapaz, especificamente en las grutas (Figura 1, Apéndice) y
su paisaje exterior. Las coordenadas geogréficas de las grutas son 15.58° N, 89.99° O. El
area esta representada por Bosque Subtropical Himedo, con temperaturas entre 24 y 30 °C,
y precipitacion anual entre 2,000 y 4,000 mm (Castafieda, 2008; Segeplan, 2014). El origen

geoldgico de la region es sedimentario, con presencia de rocas karsticas (INGUAT, 2019).

6. Marco tedrico

a. Murcielagos de Guatemala: conocimientos y amenazas
En Guatemala, se tienen reportadas 104 especies de murciélagos pertenecientes a las familias
Emballonuridae, Mormoopidae, Noctilionidae, Natalidae, Vespertilionidae, Molossidae,
Phyllostomidae y Thyropteridae (McCarthy y Pérez, 2006; Kraker-Castafieda et al., 2016;
Trujillo et al., 2020). EI LEA (articulo 24, Decreto 4-89; CONAP, 2009), el cual se basa en
criterios internacionales establecidos por la UICN, The Nature Conservancy (TNC) vy la

Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccién General de Investigacion -DIGI-

Silvestre (CITES), incluye 18 especies de murciélagos, algunas de las cuales se refugian en
las grutas, como B. io y Pteronotus spp., y otras cuyo estado de conservacion debe ser
evaluado, como N. mexicanus (C. Kraker, obs. pers.), la cual es considerada especialista de
bosque (Lépez-Wilchis et al., 2021).

Figura 1. Ubicacion de las grutas de Lanquin, en el municipio del mismo nombre, en el

departamento de Alta Verapaz, Guatemala.
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El conocimiento de los murciélagos de Guatemala se basa principalmente en el uso de
redes de niebla como método de muestreo. Sin embargo, esta documentado que esta técnica
estd sesgada a la familia Phyllostomidae (murciélagos de hoja nasal), cuyos representantes

impactan en las mallas por sus caracteristicas de orientacion durante el vuelo, mientras que,
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los detectores ultrasonicos, permiten la deteccion de representantes del gremio trofico-
conductual de los insectivoros aéreos, como B. io, cuyas vocalizaciones o pulsos de
ecolocalizacién pueden ser grabados y que dificilmente son capturados en las redes de niebla
debido a su capacidad de detectarlas (Pech-Canche et al., 2010). En cambio, la trampa de arpa,
esta disefiada para el trabajo efectivo en cuevas y refugios con densidad alta de murciélagos,
lo cual tiene como resultado una gran cantidad de individuos capturados que deben ser
manipulados y procesados rapidamente, lo cual no es posible con las redes de niebla debido
al tiempo de manipulacion requerido y la posibilidad de dafar a los individuos. Las redes de
niebla operadas en ambientes fuera de las cuevas (como bosques) brindan mejores resultados
en términos de la cantidad de individuos capturados, en comparacién con la trampa de arpa,
esto debido a la superficie desplegada de mallas que puede ser de varias decenas de metros
lineales y la versatilidad para su colocacion, en contraste con la superficie de contacto de la
trampa de arpa, ya que usualmente se cuenta con un solo dispositivo.

En el pais, varias publicaciones han contemplado el uso de redes de niebla como técnica
principal de muestreo (Kraker-Castafieda & Pérez-Consuegra, 2011; Kraker-Castafieda &
Echeverria-Tello 2012; Cajas-Castillo et al., 2015; Kraker et al., 2016); en contraste, los
estudios y las publicaciones que contemplan el uso de detectores ultrasénicos son escasos
(Kraker & Pérez, 2012; Trujillo et al., 2021), aun cuando se ha determinado que brindan datos
complementarios, es decir, que lo registrado por medio de redes de niebla no es registrado con
detectores y viceversa (Pech-Canche et al., 2010; Kraker & Pérez, 2012), y no hay
publicaciones que contemplen el uso de trampas de arpa ya que el esfuerzo de investigacion
en cuevas, cuando se contaba con equipo, ha sido esporadico.

Actualmente, los murciélagos se encuentran amenazados y expuestos a distintas
presiones por actividades antropogénicas. Segun la RELCOM (2010), son cinco las
principales amenazas para este grupo de mamiferos en la region y, particularmente, en

Guatemala:

a) Pérdida de habitat; la cual es producto del avance de la frontera agricola, ganaderia,

deforestacién, urbanizacién, industrializacion, entre otros. Las acciones anteriormente

mencionadas ocasionan la destruccion y fragmentacion del paisaje. Estudios indican que existe

10
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b)

d)

un recambio de las especies de murciélagos cuando se modifica el habitat, afectando el
ensamblaje de especies y provocando la disminucion de las poblaciones (Muylaert et al., 2016).
Destruccion y perturbacion de refugios; ya sea con el objetivo de eliminar a los murciélagos o
por actividades humanas que afectan a los refugios. Estos son espacios que brindan
condiciones dptimas para la hibernacion, reproduccién, descanso y alimentacion. Aqui se
incluyen las cuevas, termiteros, techos, follaje, edificaciones abandonadas, sitios
argqueoldgicos, entre otros (Estrada et al., 2006).

Conflictos murciélago-humano y enfermedades emergentes que provocan la exterminacion
indiscriminada de los murciélagos; esto como resultado de los intentos por controlar las
poblaciones de murciélagos que representan una amenaza hacia los animales domésticos y por
la desinformacién de la poblacion en general que genera concepciones erroneas sobre los
murciélagos (Estrada et al., 2006).

Uso indiscriminado de sustancias toxicas; tales como pesticidas y quimicos que tienden a
acumularse en los organismos por consumo de insectos y frutos contaminados o por exposicion
(Kunz et al., 1977).

Amenazas emergentes; relacionadas a la necesidad de nuevas fuentes de energia como las

plantas edlicas, que causan tasas altas de mortalidad en aves y murciélagos (Frick et al., 2019).

6.2. Cuevas como refugio de murciélagos

Las cuevas tienen un papel importante en la conservacion de los murciélagos ya que suelen ser
el principal refugio de muchas especies y estas, a su vez, participan en el equilibrio ecoldgico
manteniendo las condiciones ambientales y de sustrato para otros organismos, a través del
guano que se acumula como materia organica (Trajano, 1995; Arita, 1996). Estos refugios
ofrecen condiciones ventajosas como poca luz, humedad y temperatura relativamente constante
y a menudo flujo de aire estable, lo cual le proporciona a los murciélagos variedad de
microhabitats y sitios para descanso (Hernandez-Aguilar y Santos-Moreno, 2020).

Aunque algunas especies solamente utilizan las cuevas de manera temporal, otras
dependen completamente de estas como refugio; por ende, la proteccion de estos sitios es
crucial para la conservacion de los murciéelagos (Kunz, 1982). En México, 45% de las especies
de murciélagos, de un total aproximado de 139, habita en cuevas; de este porcentaje, 45% las

11
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utilizan como refugio permanente y el resto de forma ocasional. Para el afio 1996, 19 de estas
especies se hallaban en estado vulnerable o en peligro de extincion (Arita, 1996).
Lamentablemente, los murciélagos que habitan cuevas son especialmente vulnerables
a perturbaciones antropogénicas, ya que son utilizadas para fines turisticos y/o extractivos
(Segura-Trujillo & Navarro-Pérez, 2010). Ademas, enfrentan amenazas como la aniquilacion
directa, situacion exacerbada por la pandemia de COVID-19 (Espinosa, 2020; Estrada, 2020),
y la pérdida de habitat relacionada al cambio de uso de suelo en el paisaje exterior (Mickelburg
et al., 2002). El declive de poblaciones de murciélagos provocaria desbalances en estos

sistemas.

6.3. La genética de la conservacion

La diversidad genética es definida como cualquier medida que cuantifique la magnitud de la
variabilidad genética, sea dentro un individuo, una poblacién o un &rea geografica (Hughes et
al., 2008). Esta, refleja el potencial evolutivo y la capacidad de adaptacion de una especie a
los cambios ambientales. La UICN reconoce a la diversidad genética como uno de los tres
niveles de biodiversidad y, por lo tanto, la incluye dentro de las tres prioridades de
conservacion a nivel mundial (Frankham et al., 2002).

En una poblacion, los cambios demograficos en respuesta a las interacciones
ecologicas, junto con la historia natural y los rasgos ecoldgicos de las especies (p. €j.,
filopatria, vagilidad, entre otros), influyen en los niveles de diversidad genética (Cruz-Salazar
etal., 2018; Lamy et al., 2017). Los niveles de esta también estan determinados por impactos
antropogeénicos. Por ejemplo, la pérdida del bosque afecta directamente la capacidad de carga
y, por consiguiente, su capacidad de mantener poblaciones grandes. Asimismo, se da la
interrupcién de patrones de movimiento (p. €j., dispersion) y el aislamiento de individuos y
poblaciones locales.

La pérdida de diversidad genética reduce las probabilidades de persistencia de las
poblaciones a largo plazo y, como una consecuencia, los vortices de extincion (HAglund,
2009). Estos, predicen que los factores genéticos son determinantes en la extincion de especies

amenazadas (Hoglund, 2009): 1) las poblaciones pequefias y especies amenazadas tienen

12
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menor variacion genética comparadas con taxones emparentados no amenazados, y 2) los
casos de extincion estan precedidos por una pérdida drastica de la diversidad genética.

Las poblaciones pequefias son méas vulnerables a la estocasticidad demogréfica, a la
ambiental, y a factores genéticos que tienden a reducir ain més el tamafio poblacional (p. ej.,
deriva génica). En las poblaciones pequefias el nivel de consanguinidad se incrementa y, del
mismo modo, aumenta la importancia de la deriva génica; esto, dado que la consanguinidad
reduce las tasas de supervivencia y reproduccion (depresion por endogamia), ocasionando que
la proporcion de homocigotos y la expresion de alelos deletéreos recesivos se incrementen
(Hoglund, 2009). Las mutaciones deletéreas pueden fijarse mediante deriva génica, lo que
gradualmente erosiona la adecuacion en estas poblaciones (Frankham, 2005).

El enfoque de conservar la capacidad de respuesta de las especies en el nivel genético
ha cobrado auge en la disciplina conocida como genética de la conservacién. El problema
bésico que aborda es que las poblaciones pequefias y aisladas, tienden a perder la variacion
genética con el tiempo (Scribner et al., 2006). Por lo tanto, las estrategias de conservacion no
deben enfocarse Unicamente en la representacion de especies, sino que deben garantizar la

continuidad de los procesos poblacionales (Koleff & Urquiza-Haas, 2011).

7. Estado del arte

En Latinoamérica, México es de los paises pioneros en el estudio de la biodiversidad
en cuevas. A través de la investigacion cientifica se han priorizado los sitios a conservar
tomando en cuenta las especies que los habitan, incluidos los murciélagos (ver Arita, 1996;
Torres-Flores & Santos-Moreno, 2017; Hernandez-Aguilar & Santos-Moreno, 2020).
Mientras tanto, en Guatemala, los esfuerzos han sido limitados; la informacidn esta dirigida
principalmente al turismo y a la importancia de las cuevas para la cosmovision maya
(INGUAT, 2013; 2019). El dnico trabajo con murciélagos en cuevas, del que se tiene
conocimiento, es el de Cajas-Castillo y colaboradores (2015) en la Cueva del Silvino, ubicada
en Morales, Izabal; sin embargo, los muestreos fueron interrumpidos por conflictos sociales
y vandalismo, por lo que los resultados son parciales. Por lo tanto, generar conocimiento sobre

la ecologia y genética de los murciélagos que habitan cuevas es clave para establecer las
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acciones que permitiran mitigar el declive de sus poblaciones (Frick et al., 2019). A su vez, la
conservacion de las cuevas permitira la continuidad de los servicios ecosistémicos que brindan

los murciélagos en el paisaje exterior (Santos-Moreno y Hernandez-Aguilar, 2020).

8. Objetivos

8.1 Generar conocimiento sobre la ecologia y genética de los murciélagos en las Grutas de Lanquin y
su paisaje exterior, en Alta Verapaz, Guatemala.

8.1.1. Establecer la riqueza de especies y abundancia relativa en las grutas, diferenciando las
épocas seca y lluviosa.

8.1.2. Documentar los cambios temporales en la estructura poblacional de las especies que se
refugian en las grutas.

8.1.3. Determinar la abundancia (capturas) y actividad (acustica) de las especies que se
refugian en las grutas en la cobertura boscosa del paisaje exterior.

8.1.4. Caracterizar los niveles de diversidad genética de las poblaciones de especies de interés

para conservacion.
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9. Hipotesis

9.1 Hipdtesis 1. La riqueza de especies tendra recambio y la abundancia relativa fluctuaciones
significativas, como respuesta a la dinamica de las especies que utilizan las grutas como refugio
temporal. Como refugio permanente, para las especies con patron de reproduccion sincronico
y unimodal, la estructura poblacional se modificara significativamente.

9.2 Hipotesis 2. Las especies de murciélagos que utilizan las grutas como refugio, con morfologia
alar de relacion de aspecto pequefia y carga baja, exhibirdn mayor abundancia o actividad en
sitios cercanos con cobertura boscosa, la cual disminuira paulatinamente con la distancia en el
paisaje exterior.

9.3 Hipotesis 3. Las especies que tienden a la filopatria, en el caso de los murciélagos cuando las
hembras nacen, permanecen y se reproducen en el mismo territorio, mostraran niveles de

diversidad genética distintos a las especies con dispersién al azar de ambos sexos.

10. Materiales y métodos
10.1. Enfoque de la investigacién: cuantitativo. Este tipo de investigacion se utiliza para cuantificar
el problema mediante la generacion de datos numéricos o datos que pueden transformarse en

estadisticas.

10.2. Métodos

10.2.1. Objetivo especifico 1: Establecer la riqueza de especies y abundancia relativa en

las grutas, diferenciando las épocas seca y lluviosa.

10.2.1.1. Riqueza de especies en las grutas: durante los meses de marzo a agosto de 2022,
se realizaron muestreos sistematicos para el registro de las especies de murciélagos
en el area de estudio. En dichos muestreos se utilizé una trampa arpa (AusBat,
Faunatech, Australia) colocada en la entrada de la cueva o en el interior de esta. La
trampa de arpa se adquirié por medio de la contrapartida del proyecto.
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10.2.1.2. Calculo de la abundancia relativa en las grutas: con los datos obtenidos de las
capturas de murciélagos se establecié el nimero de individuos por especie
estandarizado al esfuerzo de muestreo (abundancia relativa) para las épocas de secas
y de lluvias.

10.2.2. Objetivo especifico 2: Documentar los cambios temporales en la estructura

poblacional de las especies que se refugian en las grutas

Estructura poblacional en las grutas: a partir de las capturas realizadas con la trampa
arpa se obtuvieron las frecuencias de los atributos poblacionales de sexo, edad y
estado reproductivo de las especies de murciélagos que se refugian en las grutas, lo
cual permitio el céalculo de proporciones/porcentajes respecto al total obtenido, para
las épocas de secas y de lluvias.

10.2.3 Obijetivo especifico 3: Determinar la abundancia (capturas) vy actividad (acuUstica)

de las especies gue se refugian en las grutas en la cobertura boscosa del paisaje

exterior.

10.2.3.1 Clasificacion del paisaje en el exterior de las grutas: se llevo a cabo mediante
el uso de percepcion remota, técnicas de procesamiento y analisis de imagenes
multiespectrales. La percepcion remota o teledeteccion, especificamente la
teledeteccion desde satélites cuenta con numerosas aplicaciones y es una de las
pocas fuentes de informacion globales, ya que los sistemas orbitales permiten tomar
informacion de todo el planeta (Chuvieco, 2008).
La teledeteccion satelital ofrece muchos datos Utiles y a veces esenciales para el
mapeo, monitoreo y gestion de sitios del patrimonio cultural mundial, ya sean sitios
naturales como parques o sitios culturales como sitios arqueoldgicos y monumentos.
Al combinar estas técnicas con Sistemas de Informacion Geogréafica (SIG), el
proceso de monitoreo de dichos sitios puede respaldarse de manera eficiente de
manera confiable, repetitiva, no invasiva, rapida y rentable (Hadjimitsis &
Themistocleus, 2008).
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10.2.3.2 Libreria acustica y célculos de actividad relativa: técnicas de campo de
bioacustica y muestreo sistematico. La bioacustica se enfoca en las sefiales sonoras
producidas por los animales, para el estudio de su biologia y ecologia (Urbina et
al., 2015). Se colocaron micr6fonos ultrasénicos autonomos Audiomoth (acoustic
loggers), paralelamente a las capturas. Con los datos obtenidos de los detectores,
se determino la intensidad de la actividad relativa (archivos efectivos con evidencia
de las especies presentes en las grutas).

10.2.3.3 Capturas con redes de niebla y abundancia relativa: técnicas de campo para
captura de murciélagos y muestreo sistematico. Se utilizaron de tres a cuatro redes
de niebla de 3 x 12 m (Avinet, EE.UU.), para la obtencién de datos de riqueza y
numero de individuos. Con los datos obtenidos, se determind el nimero de
individuos por especie registrada en las grutas, en distintos puntos de muestreo, en

el paisaje exterior.

Figura 2. Ubicacion de los sitios de muestreo.
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10.2.4 Objetivo especifico 4: Caracterizar los niveles de diversidad genética de las

poblaciones de especies de interés para conservacion.

Caracterizacion de la diversidad genética: los analisis genéticos parten de la extraccion
del ADN de muestras bioldgicas. En este caso se emple6 una técnica que no implica la
eutanasia de los ejemplares y que consiste en realizar biopsias en las membranas alares
de los individuos capturados. Para la obtencion de las muestras (una vez realizado el
registro de los datos morfométricos y otras caracteristicas de cada espécimen capturado
con la trampa de arpa), se realiz6 una biopsia en una posicién estandar a algunos
individuos (p. ej., no fueron tomadas en cuenta hembras prefiadas). Para este fin se
emple6 un punch dermatoldgico de 3 mm de didmetro (Figura 2, Anexos).

Figura 3. Proceso de obtencion de muestras de tejido alar de Balantiopteyx io: a.
manipulacion del espécimen capturado al momento de realizar la biopsia con el punch
dermatoldgico; b. orificio producido al realizar la biopsia en la membrana alar; c.
esquema de algunos de los caracteres externos de un murciélago, que muestra la
ubicacion del 40 y 50 dedo.

Fuente: fotografias propias. Esquema: ilustraciéon de D. Barletta, obtenido de Kraker
etal., 2021.

Este método para la obtencion de muestras de tejido en murciélagos se ha vuelto
relativamente comdn, pues permite la extracciébn de ADN, ARN vy proteinas para
analisis moleculares. Cabe resaltar que la membrana alar de los murcielagos es
susceptible de sufrir dafios, que pueden ser ocasionados por distintas fuentes,
incluyendo impactos con objetos naturales y artificiales, peleas entre congéneres y
ataques de depredadores o debido a patdgenos (Pollock et al., 2016). Algunos trabajos
sugieren el uropatagio para la obtencion de muestras para analisis moleculares, dada la
mayor masa de tejido y concentracion de ADN, sin embargo, en este caso utilizamos
una posicion estandar en el dactilopatagio del ala derecha, entre el cuarto y quinto dedo
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(Figs. 2b, 2c en Anexos), ya que, en esta parte de la membrana, el orificio producido al
realizar la biopsia es facilmente identificable en campo a corto plazo. De igual forma,
la cicatriz también se usa como meétodo de marcado e identificacion de murciélagos en
campo. Una vez obtenidas las muestras de tejido, éstas se almacenaron en viales con 2
ml de alcohol al 95%. A cada muestra se le asign6 un codigo. Posteriormente, los viales
fueron trasladados y almacenados a una temperatura de -4 °C (en congelador comun).

10.3 Recoleccion de informacién

10.3.1

10.3.2

Obijetivo especifico 1: Establecer la rigueza de especies y abundancia relativa
en las grutas, diferenciando las épocas seca y lluviosa.

Riqueza de especies en las grutas: se colocd la trampa de arpa disponible por parte
de la contrapartida en el interior y en la salida de las grutas para capturar a los
individuos a través de muestreos en épocas seca y lluviosa. Los individuos
capturados se identificaron en campo utilizando la Guia de Identificacion de los
Murciélagos de Mexico (Medellin et al., 2007) y la Guia llustrada de Mamiferos de
Centroamérica y Sur de México (Reid, 2009). Se tomaron datos en cuatro ocasiones
en la época de secas y siete ocasiones en la época de lluvias, para un total de 11
observaciones. Se empled el equipo necesario para la captura, contencién y medicion
de los caracteres para identificacion taxonémica (p. ej., guantes de cuero, bolsas de
manta, calibrador digital, balanzas, claves y guias).

Caélculo de la abundancia relativa en las grutas: la muestra correspondio6 al nimero
de individuos por especie capturados de la poblacién. Se utiliz la trampa de arpa
disponible por parte de la contrapartida. El esfuerzo con la trampa de arpa (una
trampa) fue variable con respecto al tiempo en que esta fue utilizada en cada evento
de muestreo, pero considerando un minimo de cuatro horas por noche a partir del
atardecer para un total de 11 eventos de muestreo, mientras que, su superficie de
captura permanece constante respecto a las dimensiones del dispositivo. Al finalizar,
los datos fueron estandarizados con base en el esfuerzo de muestreo realizado.
Objetivo especifico 2: Documentar los cambios temporales en la estructura
poblacional de las especies gue se refugian en las grutas.

Estructura poblacional en las grutas: la muestra correspondié al namero de
individuos por especie capturados de la poblacion (frecuencia), que representan cada
atributo poblacional (edad, sexo y estado reproductivo). Se utilizo la trampa de arpa,
disponible por parte de la contrapartida.
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10.3.3 Objetivo especifico 3: Determinar la abundancia (capturas) vy actividad

(acustica) de las especies que se refugian en las grutas en la cobertura boscosa

del paisaje exterior.

10.3.3.1 Clasificacion del paisaje en el exterior de las grutas: se obtuvo una
imagen multiespectral Sentinel-2A, disponible a través de la plataforma
facilitada por la Agencia Espacial Europea (ESA, por sus siglas en inglés) en el

siguiente enlace https://scihub.copernicus.eu/.

El nivel de procesamiento del producto descargado fue L2A, lo que significa que
ademas de estar ortorrectificado, y se aplicd una correccién atmosférica. La fecha
de toma de la imagen fue el 30 de marzo de 2022 y el porcentaje de nubes fue de
2.55%. El instrumento multiespectral (MSI, por sus siglas en inglés) de Sentinel-2A
muestrea 13 bandas espectrales: cuatro bandas a 10 metros (B2, B3, B4, B8), seis
bandas a 20 metros (B5, B6, B7, B8A, B11, B12) y tres bandas a 60 metros (B1,
B9, B10) de resolucién espacial.
Figura 4. Clasificacion de usos/coberturas del area presentes en el area de estudio, con el algoritmo

de Maxima Verosimilitud.
Maximum Likelihood Classification
7 . " VB :"w c\!*. 5o

Nota: la clase agua se representa de color rosa, la clase infraestructura humana de color amarillo, la clase vegetacion
arbdrea de color verde y la clase agropecuario de color naranja.
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Se llevo a cabo una combinacién de las bandas B8 (infrarrojo cercano), B4
(rojo) y B3 (verde). La combinacion de bandas se utiliza para revelar o mejorar
caracteristicas que de otro modo serian invisibles o poco visibles para el ojo humano.
Esta combinacién de bandas (8, 4, 3), conocida como “infrarrojo”, hace énfasis en
la vegetacion “sana” y la ““no sana”. La banda 8, es especialmente buena para reflejar
la clorofila presente en las plantas. La combinacion de bandas se hizo en el programa
IDRISI Selva version 17.0 (Clark Labs).

10.3.3.2 Libreria aclstica y célculos de actividad relativa: la muestra
correspondio a las grabaciones de los individuos de cada especie capturados de
la poblacion. Para la libreria acustica se consideraron capturas con trampa de
arpa en las grutas y con redes de niebla en el paisaje exterior. Los murciélagos
capturados fueron grabados en condiciones semi-controladas en una zona
semiabierta cercana al sitio de captura para luego ser liberados. A partir de las
grabaciones, se obtuvo una muestra de vocalizaciones de las distintas especies.

Para la actividad relativa, los detectores fueron colocados en espacios acusticos
adecuados (p. €j., brechas amplias en cobertura boscosa), a distancias variables a
partir de las grutas (centroide) en tres categorias de distancia (radio de 0.5 km, 0.5
alkm,1lal5km)y en dos sitios de muestreo en bosque.

10.3.3.3  Capturas con redes de niebla y abundancia relativa: la muestra correspondio a
las especies registradas mediante captura y al namero de individuos por especie
capturados de la poblacién. Las redes fueron colocadas en sitios de muestreo en tres
coberturas boscosas (bosque, cacao y pino). Los murciélagos capturados fueron

procesados y posteriormente liberados.
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10.3.4 Obijetivo especifico 4: Caracterizar los niveles de diversidad genética de las

poblaciones de especies de interés para conservacion

Caracterizacion de la diversidad genética: de las especies méas abundantes
registradas con la trampa de arpa, se selecciond a la especie B. io para llevar a cabo
los andlisis de diversidad genética, debido a que esta catalogada como una especie
EDGE (acrénimo de Evolutionarily Distinct and Globally Endangered), que como
se menciond previamente, dicho catalogo contempla especies que podrian estar
experimentado disminucion de sus poblaciones y estar en riesgo de extincién local.
El flujo de trabajo para poder llevar a cabo los analisis genéticos fue el siguiente:
extraccion de ADN gendmico a partir de las muestras de tejido, amplificacion
(multiplicacion) de una region de interés de la molécula de ADN vy la secuenciacién
del fragmento amplificado. Estos procedimientos serén detallados en la siguiente
seccion.

Como marcador molecular se usé el ADN mitocondrial (ADNmt, en adelante),
especificamente un fragmento de la region control, llamado bucle de desplazamiento
0 D-loop. EI ADNmt se trata de un ADN extra-cromosdémico que consiste en una
molécula circular. En cada mitocondria hay varias copias de este ADN, ademas tiene
un tamafio relativamente pequefio y un arreglo de genes conservado, con una tasa
de mutacion generalmente alta (lo que significa que generalmente muestra niveles
relativamente altos de polimorfismo). Estas caracteristicas, hacen que el ADNmt sea
relativamente facil de trabajar (Freeland et al., 2011).

Como cebadores (secuencias cortas de ADN disefiadas para flanquear la region
que se desea amplificar) se utilizaron los incluidos en la publicacion de Nagy et al.
(2014), siendo éstos el par E: 5>-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3" y P*: 5°-
CCCCACCATCAACACCCAAAGCTGA-3".

10.4 Técnicas e instrumentos

10.4.1 Obijetivo especifico 1: Establecer la rigueza de especies y abundancia relativa

en las grutas, diferenciando las épocas seca y lluviosa
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104.1.1 Riqueza de especies en las grutas: por medio de las capturas realizadas
dentro de las grutas, se obtuvo un listado de las especies de murciélagos que la
utilizan como refugio, en época de secas y de lluvias. Se utilizo la trampa de
arpa, la cual garantizo la captura de murciélagos sin lastimarlos. Los datos
fueron recabados en una boleta de campo y sistematizados en programas
especializados. Asimismo, se documentaron las especies capturadas con
fotografias utilizando una camara profesional (Nikon D5200).

10.4.1.2 Célculo de la abundancia relativa en las grutas: por medio de las
capturas realizadas dentro de las grutas, en épocas seca y lluviosa, se obtuvo un
listado del numero de individuos entre las especies, que permitio el calculo de
abundancia relativa estandarizado al esfuerzo de muestreo. Los datos fueron
recabados en una boleta de campo y sistematizados en programas
especializados.

10.4.2 Obijetivo especifico 2: Documentar los cambios temporales en la estructura

poblacional de las especies que se refugian en las grutas

Estructura poblacional en las grutas: por medio de las capturas realizadas dentro de
las grutas, en épocas seca y lluviosa, se obtuvo las frecuencias de los atributos
poblacionales de cada especie, que permitieron el calculo de
proporciones/porcentajes respecto al total obtenido. Los datos fueron recabados en
una boleta de campo y sistematizados en programas especializados.

10.4.3 Objetivo especifico 3: Determinar la abundancia (capturas) y actividad

(acustica) de las especies que se refugian en las grutas en la cobertura boscosa

del paisaje exterior

10.4.3.1 Clasificacion del paisaje en el exterior de las grutas: se llevo a cabo una
clasificacion supervisada, la cual parte del conocimiento previo del area de
estudio y puntos de control tomados en campo. En la clasificacion supervisada,
se deben seleccionar muestras de entrenamiento (generalmente, a partir de los
puntos de control) que representen los principales usos/coberturas del suelo
presentes en el area de interés y se clasifica la imagen satelital en funcion de las

muestras elegidas (Chuvieco, 2008).
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Para propoésitos de esta clasificacion se consideraron cuatro clases de
usos/coberturas del suelo: (1) agua, incluye cuerpos de agua como rios y lagos; (2)
infraestructura humana, incluye asentamientos humanos e infraestructura vial; (3)
agropecuario, se incluyen pastizales, potreros y cultivos principalmente herbaceos
(p. €j., maiz); y (4) vegetacion arborea, como bosque, plantaciones forestales y
sistemas agroforestales (cultivos de café bajo sombra, cultivo de cacao y cultivo de
cardamomo). Durante las salidas de campo al area de estudio, se registraron puntos
de control con la ayuda de un GPS. También se hizo uso del programa Google Earth
Pro (Google LLC, 2022), para la ubicacion de areas de entrenamiento. Se usé una
rutina de segmentacion, disponible en el programa IDRISI Selva.

10.4.3.2 Libreria acustica y calculos de actividad relativa: por medio de las
grabaciones, se realiz0 la caracterizacion acustica de las especies siguiendo un
protocolo de estandarizacion (Kraker-Castafieda et al., 2020). Los datos fueron
recabados en un portafolio por especie, compuesto por una plantilla en un
archivo Word con la informacion de soporte, un archivo Excel con las
mediciones de los parametros acusticos y la descripcidn estadistica, y un
archivo WAV con la grabacion de referencia de cada especie. La
caracterizacion se utilizé como referencia para la identificacion de murciélagos
grabados en vuelo libre en el paisaje exterior de las grutas. Para la actividad
relativa, se consideraron eventos de grabacion de cuatro a cinco horas de
duracidn, para establecer el nimero de archivos efectivos con evidencia de las
especies registradas en las grutas, en el paisaje exterior.

10.4.3.3 Capturas con redes de niebla y abundancia relativa: por medio de las
capturas de murciélagos en cada sitio de muestreo, se obtuvo el numero de
individuos por especie registrada en las grutas en el espacio exterior. Las redes
de niebla estuvieron abiertas aproximadamente por cuatro horas y fueron
revisadas sistematicamente cada 20 minutos para evitar algin incidente con los

murciélagos capturados. Los datos fueron recabados en una boleta de campo y

sistematizados en programas especializados. Asimismo, se documentaron las

especies capturadas con fotografias utilizando una cdmara profesional.
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10.4.4 Obijetivo especifico 4: Caracterizar los niveles de diversidad genética de las

poblaciones de especies de interés para conservacion

Caracterizacion de la diversidad genética: para la extraccion de ADN genémico se
utilizé un kit comercial basado en el uso de columnas de extraccién compuestas de
una matriz inorganica, especificamente ReliaPrep™ gDNA tissue Miniprep System
de la empresa Promega. Este método permite obtener un extracto libre de
inhibidores, lo que resulta ideal para poder llevar a cabo amplificaciones exitosas
(Alejos Velazquez et al., 2014). Se siguid el protocolo 3.A sugerido por el

fabricante, disponible en https://worldwide.promega.com/, tomando en cuenta las

siguientes consideraciones: la incubacion a 56 °C para la homogeneizacion del tejido
se llevo a cabo durante toda la noche y se omitié el uso de la solucion RNAsa A, ya
que la presencia de ARN no era motivo de preocupacion para nuestros analisis
(Promega Corporation, 2013). EI ADN extraido se diluyo en agua libre de nucleasas
y se almacen6 a 4 °C. El éxito de las extracciones se verificd a través de
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en una camara de electroforesis
Fisherbrand™. Se uso el tinte fluorescente GelRed® (Biotium), disefiado para
reemplazar el bromuro de etidio en la tincion del ADN en los geles de agarosa.
Como solucion tampon se usé TAE (tris-acetato-EDTA) de la marca Promega. El

equipo de fotodocumetacion empleado fue BioDoc-it™ System (UVP, LLC).
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Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). El programa de amplificacion se basé en
el incluido en la publicacion de Nagy et al. (2014); sin embargo, se realizaron
modificaciones, quedando de la siguiente manera: 1 ciclo a 94 °C, durante 1 minuto
(fase de desnaturalizacion); 40 ciclos a 94 °C por 30 segundos, a 50 °C por 45
segundos, a 72 °C por 1 minuto; 1 ciclo a 72 °C durante 1 minuto (fase de
hibridacion); y el paso final a 4 °C, infinito (fase de extension). Se usé el
termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ de 96 pozos con rampa. La mezcla
maestra empleada fue la GoTaqg Green Master Mix (Promega). El volumen para cada
reaccién PCR fue de 60 [1l: 31.5 (11 de GoTaq Green 2x, 7.5 [l de cada cebador a
una concentracion 1 pM, 8.75 [l de agua libre de nucleasas y 5 (11 de la solucion
de ADN extraido. Del mismo modo que para corroborar el éxito de las extracciones,
se llevaron a cabo corridas en geles de agarosa 1.5% para corroborar el éxito de las
amplificaciones (Figura 4, Anexos).
Figura 5. Resultados de amplificaciones positivas (bandas presentes) para una corrida en

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con 17 muestras.
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Nota: Los pozos numerados del 1-17 muestran un resultado positivo. El pozo 18, incluye un control negativo (CN). Los

ultimos pozos tanto de la seccion superior como la inferior, incluyen un Ladder.
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Los productos de las amplificaciones (amplicones) fueron enviados a la empresa

Macrogen Inc. (Corea del Sur, https://dna.macrogen.com/) para su secuenciacion.

La secuenciacion de fragmentos de ADN proporciona los medios méas precisos para
evaluar la variacion genética, pues permite identificar las diferencias exactas en el
par de bases nitrogenadas entre individuos (Freeland et al., 2011). El servicio de
secuenciacion ofrecido por esta empresa se basa en el método Sanger por
electroforesis capilar, con la cual se cuantifica la intensidad de luz de los cuatro

nucleotidos tefiidos en cada posicién del fragmento de ADN estudiado.

Figura 6. Porcién de un electroferograma visualizado en el programa BioEdit que muestra una
secuencia de bases nitrogenadas (parte superior): adenina (A) de verde, guanina (G) de negro,
timina (T) de rojo y citosina (C) de azul), desde la posicion 60 hasta la 175 del fragmento
amplificado (aprox. 350 pb). La secuencia incluida resulta de la interpretacion de los picos
luminosos emitidos durante el proceso de secuenciacidn. Se observa que los picos estan bien
definidos, separados entre si y con poco ruido de fondo, representando una secuencia de buena
calidad.
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10.5 Procesamiento y analisis de la informacion

10.5.1 Obijetivo especifico 1: Establecer la rigueza de especies y abundancia relativa

en las grutas, diferenciando las épocas seca y lluviosa

10.5.1.1 Riqueza de especies en las grutas: se elabord una curva de acumulacion
de especies global para determinar la completitud del inventario a través de la
estabilizacion de esta. El proceso de iteraciones para suavizar la curva se llevo
a cabo en el software EcoSim (Acquired Intelligence Inc. & Kessey-Bear).
10.5.1.2 Calculo de la abundancia relativa en las grutas: la abundancia relativa
promediada se compar0 entre las épocas seca y lluviosa a través de métodos no
paramétricos, como la prueba Mann-Whitney. Se utilizé el programa GraphPad
InStat (GraphPad Software).
10.5.2 Objetivo especifico 2: Documentar los cambios temporales en la estructura

poblacional de las especies que se refugian en las grutas

Estructura poblacional en las grutas: las frecuencias de cada atributo poblacional se
compararon entre las épocas de secas y de lluvias, a través de la prueba excata de
Fisher. Se utilizo el programa GraphPad InStat (GraphPad Software).

10.5.3 Objetivo especifico 3: Determinar la abundancia (capturas) y actividad

(acustica) de las especies gue se refugian en las grutas en la cobertura boscosa

del paisaje exterior

10.5.3.1Clasificacion del paisaje en el exterior de las grutas: previo a realizar la
clasificacion supervisada se aplicé un filtro sobre la composicién generada a
partir de la combinacion de bandas, con la finalidad de incrementar la distincion
entre las diferentes caracteristicas de la imagen (usos/coberturas del suelo) y asi
mejorar su interpretacion. Posteriormente, se llevd a cabo una rutina de

segmentacion, disponible en el programa IDRISI Selva.
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El primer paso consistio en crear una imagen conformada de segmentos que
presentaran similitud espectral. Los segmentos se definen de acuerdo con un umbral
de similitud, que para este caso se usé un umbral de 100. Este umbral facilito la
seleccion de las muestras de entrenamiento, debido al tamafio de los segmentos
generados. Luego, los segmentos fueron asignados a un uso o cobertura del suelo en
especifico (con ayuda de los puntos de control registrados en campo y el Programa
Google Earth Pro). Finalmente, se procedié a clasificar la imagen con el algoritmo
de Méaxima Verosimilitud (Eastman, 2012). La clasificacion obtenida se volvio a
clasificar con el objetivo de corregir pixeles mal asignados (Figura 5, Anexos).

10.5.3.2  Libreria acustica y calculos de actividad relativa: la descripcion estadistica de
los parametros acusticos incluy6 medidas de tendencia central (media y mediana) y
calculos de dispersion de los datos (desviacion estandar). Para el anélisis de las
grabaciones, se utilizaron programas de descarga gratuita para la visualizacion vy el
analisis acustico (p. ej., Kaleidoscope Pro) y aplicaciones de paquetes ofimaticos (p.
ej., Excel).
Para la actividad relativa en las categorias de distancia, se llevaran a cabo
comparaciones multiples a través de técnicas no paramétricas, como las pruebas
Kruskal-Wallis y post hoc (comparacion maltiple de Dunn). Se utilizara el programa
GraphPad InStat (GraphPad Software).

10.5.3.3 Capturas con redes de niebla y abundancia relativa: se present6 el nimero de

individuos capturados en cada uno de los sitios de muestreo definidos para la
condicion de cobertura boscosa: bosque, cacao y pino. Debido al bajo nimero de
capturas no se procedio con analisis estadisticos.

10.4.4. Objetivo especifico 4: Caracterizar los niveles de diversidad genética de las

poblaciones de especies de interés para conservacion
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Los gréaficos provenientes del secuenciador o electroferogramas fueron visualizados
en programas especializados para evaluar su calidad (Figura 6, Anexos). Esta
visualizacion permitié editar las secuencias, al remover los tramos considerados
poco confiables (generalmente ubicados en ambos extremos de una secuencia);
asimismo, permitié excluir a las secuencias que no cumplieron con los criterios de
calidad: electroferogramas con picos perceptibles, pero con mucho ruido de fondo
en la parte inferior, lo que pudo haber interferido en la correcta identificacion de la
base nitrogenada. La remocién de los extremos (tramo comprendido entre las bases
1-20 y tramo comprendido entre la base 330 en adelante, aproximadamente) en las
secuencias seleccionadas se llevo a cabo en el programa BioEdit version 7.2.5 (Tom
Hall-Ibis Biosciencies, 1997-2013).

Previo a realizar el alineamiento de las secuencias a fin de poder identificar los
motivos comunes en ellas, se usd la herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para nuclet6tidos BLASTN (Zhang et al., 2000), disponible a través del

siguiente enlace: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Esta herramienta permitié comparar

las secuencias obtenidas en este proyecto con otras secuencias que han sido
previamente caracterizadas y depositadas en una base de datos, como la del
GenBank®. Lo anterior permite encontrar secuencias que estan relacionadas con las
secuencias de interés. Especificamente, se buscan regiones de similitud entre
secuencias, al comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en las bases de
datos y se calcula la significancia estadistica de las coincidencias. Se seleccionaron
al azar 10 secuencias para hacer esta comparacion.

El alineamiento de las secuencias se hizo en el programa BioEdit mediante la
funcion ClustalWw Multiple Alignment (Thompson et al., 1994), usando los
parametros por defecto. El alineamiento es necesario previo a que las secuencias
sean comparadas y utilizadas en los analisis de diversidad genética, pues resulta Gtil

para la deteccién de SNPs (Single-nucleotide polymorphism).
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Como estimadores de la diversidad genética se usaron los siguientes
parametros: nimero de haplotipos Unicos (h), diversidad de haplotipos (Hd) y
diversidad nucleotidica (7). Como medida de polimorfismo, también uno de los
elementos de la diversidad genética, se us6 el nimero de sitios segregados, de
segregacion o polimorficos (S). Los anteriores estadisticos se calcularon en el
programa DnaSP version 6.12.03 (Rozas et al., 2017). Un haplotipo es la
version haploide de un genotipo, se refiere a una Gnica secuencia de ADN (para
marcadores moleculares provenientes de organelos, como las mitocondrias). La
diversidad de haplotipos (Hd) se refiere a la probabilidad de que dos haplotipos
muestreados aleatoriamente sean diferentes (Nei, 1987), mientras que la
diversidad nucleotidica (r) es el nimero promedio de diferencias de nucleétidos
por sitio entre dos secuencias muestreadas aleatoriamente (Nei & Li, 1979).
Ademas, se llevé a cabo una prueba de Tajima (D) en el programa DnaSP, con el
propdsito de identificar si las secuencias se encuentran bajo el modelo de la Teoria
Neutral o si se desvian del mismo. La prueba de Tajima se basa en las diferencias
entre el numero de sitios segregados y el nimero promedio de diferencias de
nucleétidos (Tajima, 1989). Si estos dos nimeros son iguales o lo suficientemente
cercanos como para que la diferencia entre ellos sea menor que dos desviaciones
estandar del promedio (bajo los supuestos de evolucion neutral: no seleccién, no
recombinacion, no subdivision poblacional, no cambios en el tamafio poblacional),
entonces no se puede rechazar la hipétesis nula de neutralidad. En caso contrario, se
rechaza la hip6tesis nula de neutralidad.

Se construy6 una red de haplotipos en el programa PopART version 1.7 (Leigh
& Bryant, 2015) para la visualizacion de la variacion intraespecifica,
especificamente, para representar las relaciones genéticas entre las secuencias
(haplotipos Unicos identificados) dentro del conjunto de datos. Se uso el algoritmo

de Median-joining (Bandelt et al., 1999) con los parametros por defecto (& = 0).
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Finalmente, para evaluar parcialmente la hipdtesis de filopatria en hembras de
B. io (descrita en la seccion 9, inciso 9.3), se calcularon los estimadores de
diversidad genética por sexo (machos y hembras). Se partié de la idea que la
diversidad genética mitocondrial dentro de una colonia deberia ser mayor en los
machos en relacion con las hembras, pues se esperaria que la dispersion este sesgada

hacia los machos (Nagy et al., 2014).

11. Resultados y discusion

11.1 Resultados:
11.1.1 Riquezay abundancia relativa
En las grutas, entre marzo y agosto de 2023, obtuvimos una riqueza de ocho especies y seis
géneros, distribuidos en cuatro familias taxondmicas (Tabla 1). El total de murciélagos
capturados fue menor en la época de secas, lo cual esta determinado por el esfuerzo de muestreo
en términos de horas de operacion de la trampa de arpa, siendo este mayor en la época de

lluvias; sin embargo, al estandarizar los datos, esta diferencia se ve equiparada (Tabla 1).
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Tabla 1. Listado de especies registradas en las grutas, diferenciando entre época de secas y
de lluvias. Se incluye el niumero de individuos capturados y entre paréntesis la
estandarizacién al nimero total de horas de muestreo en cada época (25 horas en secas y 34.5

horas en lluvias).

Taxon Secas Lluvias Total
PHYLLOSTOMIDAE
Stenodermatinae

Artibeus jamaicensis 1(0.04) 1 (0.03) 2
Glossophaginae

Glossophaga sp. 1(0.04) 0 1
NATALIDAE

Natalus mexicanus 0 1(0.03) 1
MORMOOPIDAE

Mormoops megalophylla 39 (1.56) 37 (1.07) 76
Pteronotus fulvus 154 (6.16) 199 (5.77) 353
Pteronotus mesoamericanus 1(0.04) 7 (0.20) 8
Pteronotus personatus 5(0.20) 16 (0.46) 21
EMBALLONURIDAE

Balantiopteryx io 121 (4.84) 182 (5.28) 303
Total 322 (12.88) 443 (12.84) 765

En la Tabla 2, presentamos el numero individuos de las tres especies con mayor nimero
de capturas, por evento de muestreo, asi como su estandarizacion con base en las horas de
operacion de la trampa de arpa. Se pueden observar diferencias en la abundancia relativa de
dichas especies, con un valor menor para Mormoops megalophylla en comparacion con P.

fulvus y B. io.
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Tabla 2. Namero de individuos capturados por evento de muestreo en las grutas,

diferenciando entre época de secas y de lluvias. Entre paréntesis se presenta la

estandarizacion con base en el esfuerzo (horas).

Fecha (época) Mormoops megalophylla Pteronotus fulvus Balantiopteryx io Esfuerzo (h)

03-mar (secas)
04-mar (secas)
25-abr (secas)
25-may (secas)
26-jul (lluvias)
27-jul (lluvias)
28-jul (lluvias)
29-jul (lluvias)
30-jul (luvias)
31-jul (lluvias)
30-ago
(luvias)

Total

1(0.15)
0
8 (1.14)
30 (5)
24 (4)
0
0
0
5 (1.25)
4 (1)

4 (0.62)
76 (1.27)

2 (0.31)
12 (2.18)
17 (2.43)
123 (20.50)
149 (24.83)
26 (5.20)
0
0
1 (0.25)

23 (3.54)
353 (5.93)

51 (7.85)
1(0.18)
50 (7.14)
19 (3.17)
33 (5.50)
1 (0.20)
3 (0.60)
16 (4)
12 (3)
15 (3.75)

102 (15.69)
303 (5.09)

6.5

hh#mmmm\lg

6.5
59.5

Complementariamente, elaboramos una curva de acumulacion de especies para

describir graficamente la riqueza y reflejar la completitud del inventario. Pudimos observar

que al inicio se presenta una pendiente pronunciada y a partir de aproximadamente 30 horas

de muestreo se estabiliza, y en términos absolutos Gnicamente se agrega una especie hasta que

finalizamos el muestreo, lo cual nos indica una cobertura adecuada (Figura 1).
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Figura 7. Curva de acumulacion de especies reescalada al nimero de horas acumuladas de

muestreo con la trampa de arpa.
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Nota: La curva fue suavizada mediante un procedimiento de iteraciones (1000), lo cual permitié el calculo de los
intervalos de confianza de 95%. El procedimiento de iteraciones se llevd a cabo en el programa EcoSim v. 7.0
(Acquired Intelligence, Inc. & Kessey-Bear, EE.UU.)

A partir de los resultados de abundancia relativa de las tres especies con mayor nimero
de capturas, llevamos a cabo la comparacion entre época de secas y de lluvias (Tabla 3). Con
pruebas estadisticas, determinamos que no hay diferencias estadisticamente significativas de

la media para cada especie entre épocas.
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Tabla 3. Célculos de tendencia central y dispersion de los datos para las tres especies con

mayor numero de capturas en las grutas, diferenciando entre época de secas y de lluvias. Con

base en la prueba no paramétrica de Mann-Whitney no hay diferencias estadisticamente

significativas de la media entre épocas.

Especie (época) n Media DE Mann-Whitney
Mormoops megalophylla (secas) 4 157 234
Mormoops megalophylla (lluvias) 7 098 143 U=115p=0.7030
Pteronotus fulvus (secas) 4 635 948
Pteronotus fulvus (lluvias) 7 483 9.06 U=10.0,p=0.5273
Balantiopteryx io (secas) 4 458 359
Balantiopteryx io (lluvias) 7 468 521 U=13.0,p=0.9273

Complementariamente, presentamos graficamente el calculo de la media de abundancia

relativa para cada especie, contrastando la época de secas y de lluvias (Figura 2). Se puede

observar que no hay diferencias notables en la magnitud de los calculos entre épocas para cada

especie.
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Figura 8. Media de la abundancia relativa para las tres especies con mayor nimero de
capturas en las grutas, diferenciando entre época de secas y de lluvias. Los bigotes indican

valores minimo y maximo.

26
24 |
22 |
20 |
18 |
16 |
14 |
12t

10

Abundancia relativa

Secas Lluvias Secas Lluvias Secas Lluvias

Mormoops megalophylla Pteronotus fulvus Balantiopteryx io

11.1.2 Estructura poblacional

Para evaluar los cambios temporales en la estructura poblacional de los murciélagos de las
grutas, comparamos las frecuencias de las tres especies con mayor nimero de capturas entre
las épocas de secas y de lluvias, para las distintas categorias. En la Tabla 4, presentamos los
resultados para individuos adultos, subadultos y juveniles. En este caso, agrupamos las
categorias adultos y subadultos debido a la dificultad que se presenté para reconocerlos
certeramente a través de la traslucidez de la epifisis metacarpal. Con base en la prueba
estadistica, encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre variables para los

individuos juveniles de B. io, con mayor frecuencia en la época de lluvias.
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Tabla 4. Frecuencia de individuos adultos + subadultos (A + SA) y juveniles (J),

diferenciando entre época de secas y de lluvias.

Especie (edad) Secas Lluvias Total Prueba de Fisher
ZA:)rmoops megalophylla (A + 28 A 1

Mormoops megalophylla (J) 1 0 1

Total 39 4 43 p = 1.0000
Pteronotus fulvus (A + SA) 134 23 157

Pteronotus fulvus (J) 19 0 19

Total 153 23 176  p=0.1398
Balantiopteryx io (A + SA) 118 65 183

Balantiopteryx io (J) 2 37 39

Total 120 102 222 p<0.0001

Nota: Con base en tablas de contingencia y la prueba exacta de Fisher, con un nivel de confianza de 95% se

determind una asociacién significativa entre las variables de agrupacién y categoricas para el caso de

Balantiopteryx io, con mayor frecuencia de juveniles en la época de lluvias.

Complementariamente, presentamos graficamente los datos de adultos y subadultos

(agrupados) y juveniles, para la visualizacién de las frecuencias en términos de porcentajes

(Figura 3). En el caso de B. io, se puede observar un porcentaje de juveniles notablemente

mayor en la época de lluvias.
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Figura 9. Porcentaje de individuos adultos + subadultos (A + SA) y juveniles de a)
Mormoops megalophylla, b) Pteronotus fulvus y c) Balantiopteryx io, diferenciando entre

época de secas y de lluvias.
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En la Tabla 5, presentamos los datos para los individuos diferenciados en hembras y
machos. Con base en la prueba estadistica, encontramos una asociacion estadisticamente

significativa entre variables en el caso de P. fulvus, con mayor frecuencia en la época de lluvias.
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Tabla 5. Frecuencia de hembras (h) y machos (m), diferenciando entre época de secas y de

lluvias.
Especie (sexo) Secas Lluvias Total  Prueba de Fisher
Mormoops megalophylla (h) 7 10 17
Mormoops megalophylla (m) 32 27 59
Total 39 37 76 p=0.4145
Pteronotus fulvus (h) 46 97 143
Pteronotus fulvus (m) 108 102 210
Total 154 199 353 p=0.0004
Balantiopteryx io (h) 78 127 205
Balantiopteryx io (m) 42 56 98
Total 120 183 303 p=0.4525

Nota: Con base en tablas de contingencia y la prueba exacta de Fisher, con un nivel de confianza de 95% se
determiné una asociacion significativa entre las variables de agrupacién y categoricas para el caso de Pteronotus

fulvus, con mayor frecuencia de hembras en la época de lluvias.

Complementariamente, presentamos graficamente los datos de hembras y machos, para
la visualizacion de las frecuencias en términos de porcentajes (Figura 4). En el caso de P.
fulvus, es més notable la diferencia del porcentaje de hembras entre épocas, con un valor mayor

en la época de lluvias.
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Figura 10. Porcentaje de hembras y machos de a) Mormoops megalophylla, b) Pteronotus

fulvus y c) Balantiopteryx io, diferenciando entre época de secas y de lluvias.
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En la Tabla 6, presentamos los datos para los individuos diferenciados en hembras
prefiadas y no prefiadas. Con base en la prueba estadistica, encontramos una asociacion
estadisticamente significativa entre variables para el caso de P. fulvus, con presencia de

hembras prefiadas Gnicamente en la época de lluvias.
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Tabla 6. Frecuencia de adultas prefiadas (P) y no prefiadas (NP), diferenciando entre época

de secas y de lluvias.

Especie (estado reproductivo) Secas Lluvias Total Prueba de Fisher

Mormoops megalophylla (P) 3 0 3

Mormoops megalophylla (NP) 4 10 14

Total 7 10 17 p=0.0515
Pteronotus fulvus (P) 12 0 12

Pteronotus fulvus (NP) 34 96 130

Total 46 96 142 p<0.0001
Balantiopteryx io (P) 18 20 38
Balantiopteryx io (NP) 60 105 165

Total 78 125 203 p=0.2669

Nota: Con base en tablas de contingencia y la prueba exacta de Fisher, con un nivel de confianza de 95% se
determinaron asociaciones marginalmente significativa y significativa entre las variables de agrupacion y
categoricas para los casos de Mormoops megalophylla y Pteronotus fulvus, respectivamente, con presencia de

hembras prefiadas inicamente en la época de secas.

Complementariamente, presentamos graficamente los datos de hembras prefiadas y no
prefiadas, para la visualizacién de las frecuencias en términos de porcentajes (Figura 5). En el
caso de M. megalophylla y P. fulvus, se observa que hay presencia de hembras prefiadas

Unicamente en la época de secas.
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Figura 11. Porcentaje de hembras prefiadas y no prefiadas de a) Mormoops megalophylla, b)

Pteronotus fulvus y c) Balantiopteryx io, diferenciando entre época de secas y de lluvias.
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11.1.3 Murciélagos en el paisaje exterior

Con respecto a la determinacién de la abundancia de las especies registradas en las grutas en
el paisaje exterior, en la Tabla 7 se presenta el nimero de individuos capturados con redes de
niebla en sitios con cobertura boscosa; sin embargo, los datos evidencian que dicha técnica no

es adecuada para el monitoreo de estas especies.
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Tabla 7. Numero de individuos de las especies registradas en las grutas capturados en
cobertura boscosa (bosque y sistemas agroforestales) en el paisaje exterior. La tasa de captura

evidencia que el uso de redes de niebla no es adecuado para el monitoreo de dichas especies.

Especie Bosque Cacao Pino Total
Mormoops megalophylla 2 - - 2
Pteronotus fulvus 5 1 - 6
Pteronotus mesoamericanus 2 - - 2

Pteronotus psilotis - - - -
Balantiopteryx io - - - -
Total 9 1 - 10

En la Figura 6, presentamos las grabaciones de las especies registradas en las grutas,
obtenidas a partir de individuos capturados y liberados en condiciones semi-controladas, como
base para el monitoreo en el paisaje exterior. Entre especies se presenta una estructura (forma)
particular que permite diferenciarlas entre si, y aquellas que presentan estructura similar
pueden ser diferenciadas mediante parametros acusticos y de esta manera asignar especies a

grabaciones en vuelo libre.
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Figura 12. Espectrograma que muestra una secuencia de dos pulsos de ecolocalizacion para
a) Balantiopteryx io, b) Mormoops megalophylla, ¢) Pteronotus fulvus, d) P. psilotis y e) P.

mesoamericanus.
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Nota: El eje del tiempo (abscisas) se encuentra comprimido. Para las grabaciones se utiliz6 un micréfono
ultrasénico U256 (Pettersson Elektronik AB, Suecia) y el programa BatRecorder en un dispositivo portatil con
sistema operativo Android.

En la Tabla 8, presentamos los parametros acusticos obtenidos de las grabaciones de
individuos capturados y liberados en condiciones semi-controladas. Por ejemplo, la frecuencia
de méxima energia (FME) permite diferenciar congéneres como P. fulvus y P. psilotis,
mientras que otras especies que muestran traslape en las frecuencias pueden ser diferenciadas

con base en la estructura (forma) de sus pulsos de ecolocalizacion.
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Tabla 8. Parametros acusticos para las especies capturadas en las grutas, susceptibles de ser

detectadas con micréfonos ultrasonicos. Se presenta la duracion (DUR) y la frecuencia

minima (FMIN) y frecuencia méxima (FMAX) en kilohertz (kHz) obtenidas en el

espectrograma (e) y en el espectro de poder (p) a -20 decibelios (dB) por debajo de la

frecuencia de maxima energia (FME). Se indica el nimero de individuos capturados y

grabados (n), y los valores corresponden a la media, seguido de la desviacion estandar. M. =

Mormoops, P. = Pteronotus, B. = Balantiopteryx.

Taxon n FMINe FMAXe FMINp FMAXp FME DUR (ms)
MORMOOPIDAE

M. megalophylla 4 36.1,1.7 604,21 382,17 555,20 481,31 24,04

P. fulvus 7 55.1,1.3 73.1,29 59.2,24 715,18 69.1,25 44,13

P. mesoamericanus 2 49.0,1.0 64.1,09 61.7,0.7 634,07 630,07 168,34
P. psilotis 1 635, 1.0 86.1,19 66.2,1.8 816,10 788,42 38,07
EMBALLONURIDAE

B.io 13 394,13 494,15 465,11 484,12 477,12 54,09

En la Tabla 9, presentamos los célculos de la media de archivos efectivos con evidencia

de las especies registradas en las grutas, grabadas en el paisaje exterior, como reflejo de su

actividad. Diferenciamos dos condiciones: el aumento de la distancia hacia las grutas siguiendo

el curso de la ribera y la comparacion entre la ribera y el bosque.
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Tabla 9. Célculos de tendencia central y dispersion para el niamero de archivos efectivos con
evidencia de las especies registradas en las grutas, diferenciando entre categorias de distancia
en la ribera y comparacion entre tratamientos (ribera y bosque).

Distancia n Mediana Media DE

500 m 3 17400  136.67 117.53
1000 m 3 39.00 120.67 151.08
1500 m 4 30.50 80.75 106.34

Tratamiento Mediana Media DE
Ribera 6 106.50 128.67 121.38
13.00 15.75 10.05

=]

SN

Bosque

En la Figura 7, podemos observar la diferencia de la mediana de archivos efectivos con
evidencia de las especies registradas en las grutas, en relacion con el aumento de la distancia
hacia estas ultimas siguiendo el curso de la ribera. Aunque podemos observar que con el
aumento de la distancia el valor de la mediana disminuye, con base en la prueba estadistica

aplicada, no encontramos diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 13. Mediana del numero de archivos efectivos con evidencia de las especies
registradas en las grutas (centroide), para tres categorias de distancia a lo largo de la ribera:
500, 1000 y 1500 m.

200

=
(o)
o

100

Mediana de archivos efectivos

0
o

500 m 1000 m 1500 m

Nota: Con base en una prueba no paramétrica de comparacién maltiple de medias (Kruskal-Wallis), con un nivel
de confianza de 95% encontramos que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las distancias (KW
= 0.7000, p = 0.7643). Para las grabaciones se utiliz6 un micréfono ultrasénico auténomo Ultramic 384K BLE

(Dodotronic, Italia).

En la Figura 8, podemos observar la diferencia de la mediana de archivos efectivos con
evidencia de las especies registradas en las grutas, comparando la ribera y el bosque. Aunque
podemos observar que el valor de la mediana es notablemente mayor en la ribera, con base en

la prueba estadistica aplicada, no encontramos diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 14. Mediana del numero archivos efectivos con evidencia de las especies registradas
en las grutas, para los tratamientos ribera y bosque.
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Nota: Con base en una prueba no paramétrica de comparacion de medias (Mann-Whitney), con un nivel de
confianza de 95% encontramos que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (U =
5.000, p = 0.1714). Para las grabaciones se utiliz6 un micréfono ultrasénico auténomo Ultramic 384K BLE

(Dodotronic, Italia).
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11.1.4 Caracterizacion de la diversidad genética

Se obtuvo un total de 64 muestras de tejido de la membrana alar de B. io, de las cuales se logrd
extraer ADN, amplificar y secuenciar el fragmento de interés para la totalidad de las muestras.
De las 64 secuencias obtenidas (correspondientes a 64 muestras), seis fueron excluidas para
llevar a cabo los andlisis de diversidad genética, después de la revision visual de sus
electroferogramas.

Al utilizar la herramienta BLASTN con las 10 secuencias seleccionadas al azar, se
obtuvo un porcentaje de similitud (en funcion de los caracteres exactos que coinciden entre las
secuencias comparadas) de 92.41 % para tres secuencias (Bio-A_A07_P1, Bio-A_B08_P1,
Bio-A_DO04 P1), 91.96 % para cuatro secuencias (Bio-A_EO1 P1, Bio-A _E02 P1, Bio-
A _F01 P1, Bio-A_F02_P1), 92.86 % para dos secuencias (Bio-A_G02_P1, Bio-A_H04 P1)
y 92.89 % para una secuencia (Bio-A_G04_P1). La similitud de estas10 secuencias fue con
tres secuencias depositadas en GenBank®, la base de datos de secuencias genéticas del NIH
(National Institutes of Health), con los nimeros de acceso KJ438797.1, KJ438793.1 y
KJ438792.1 (Tabla 10). Estos nimeros de acceso corresponden a secuencias parciales de 311

pb de D-loop obtenidas de individuos de B. plicata.
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Tabla 10. Resultados de las secuencias seleccionadas para hacer la comparacion BLASTN.
Se indica la longitud de cada fragmento comparado en pares de bases (pb), el valor esperado
(valor-E)” y el porcentaje de similitud con las tres secuencias con niimero de acceso
KJ438797.1, KJ438793.1 y KJ438792.1 del GenBank®.

Identificador secuencia pb Valor-E Porcentaje de similitud
Bio-A_A07_P1 305 3e® 9241 %
Bio-A_B08_P1 317 3e82 92.41 %
Bio-A_D04 P1 318 3e82 92.41 %
Bio-A_EO1 P1 316 1e®0 91.96 %
Bio-A_E02 P1 317 1e®0 91.96 %
Bio-A_F01 P1 318 1e®0 91.96 %
Bio-A_F02_P1 310 1e0 91.96 %
Bio-A_G02_P1 319 7e84 92.86 %
Bio-A_G04 P1 306 7e84 92.89 %
Bio-A_H04 P1 316 7e84 92.86 %

Nota: BLASTN produce alineamientos locales entre cada pareja de secuencias, por lo que genera un
valor se significacion estadistica para cada alineamiento. El valor-E (valor esperado) es el namero de
aciertos que se esperaria que ocurrieran cuando la secuencia de interés se busca en una base de datos
contra secuencias aleatorias EI umbral tipico para un buen valor-E de una blsqueda BLAST es e =

(107) o inferior.

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 350 pares de bases (pb) de la region
control del ADNmt, pero, después de la edicion para la remocién de tramos poco confiables,
se obtuvo un fragmento de 302 pb. La alineacion se llevé a cabo con 58 secuencias. Se
identificaron 17 sitios segregados (S), de los cuales 15 sitios presentaron una mutacién. Se
identificd un total de 22 mutaciones. La diversidad de haplotipos fue de 0.608 (+ 0.059) y de
nucleotidos de 0.00409 (x 0.00094). Asimismo, se identificaron 8 haplotipos Unicos (Tabla
11).
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Tabla 11. Estimadores de diversidad genética a partir de un segmento de 302 pb de la regién
control de ADNmt de Balantiopteryx io para un total de 58 secuencias (n).
n ¢ & h Hdzsd. IT £ s.d. k S
58 42 14 8 0.608+0.059 0.00409 +0.00094  1.23593 17
D de Tajima: -2.33398™

Nota: Machos (&) y hembras (?). No se pudo determinar el sexo para dos individuos, pero se tomaron en cuenta

para los andlisis. NUmero de haplotipos Unicos (h), diversidad de haplotipos (Hd) + desviacién estandar,
diversidad nucleotidica (1) + desviacion estandar, nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y sitios

segregados (S). Nivel de significancia: *, p < 0.05; **, p < 0.01.

En la Figura 9, se incluye la red de haplotipos que ilustra la relacién entre los 8
haplotipos Unicos identificados. El haplotipo 2 (Hap2) fue el mas frecuente, presente en 33
individuos, de los cuales 26 eran hembras y 7 machos. Le sigue el haplotipo 3 (Hap3) presente
en 11 individuos, 7 hembras y 4 machos. El haplotipo 1 presente en 7 individuos, 5 hembras y
2 machos. El resto de los haplotipos Unicamente estuvieron presentes en un individuo cada

uno.
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Figura 15. Red de haplotipos por el método de unién por la mediana (Median-Joinig) basada

en un segmento de 302 pb de la region control de ADNmt de Balantiopteryx io, para un total

de 56 secuencias (n).
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Nota: Los circulos representan un haplotipo tnico (Hapl, Hap2, Hap3, Hap4, Hap5, Hap6, Hap7, Hap8)
y el color dentro de los circulos distingue entre machos (celeste) y hembras (verde). El tamafio de los
circulos es proporcional al niamero de secuencias que posee determinado haplotipo. Los eventos de
mutaciones simples estan indicados por lineas transversales y los haplotipos no muestreados estan

representados por nodos de color negro.

En la Tabla 12 se incluyen algunos de los estimadores de diversidad genética
calculados para todo el conjunto de datos (Tabla 11), sin embargo, aqui se presentan
por sexo. Se puede apreciar que a pesar de que, para los machos se obtuvo una cantidad
menor de secuencias, en relacion con las hembras (asi como de haplotipos Gnicos), sus
valores de diversidad genética son ligeramente mas altos que los obtenidos para las

hembras.
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Tabla 12. Estimadores de diversidad genética a partir de un segmento de 302 pb de la

region control de ADNmt de Balantiopteryx io por sexo.

Sexo n Mutaciones  Hd £s.d. IT £ s.d. k S
Macho 14 6 0.692 + 0.00422 + 1.275 6
0.094 0.00155
Hembra 42 18 0.587 + 0.00417 + 1.259 16
0.077 0.00116

Nota: diversidad de haplotipos (Hd) + desviacion estandar, diversidad nucleotidica () + desviacion estandar,

ntmero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y sitios segregados (S).
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11.2 Discusién de resultados:

11.2.1 Riquezay abundancia relativa

Se registraron ocho especies de murciélagos pertenecientes a cuatro familias:
Mormoopidae (4), Phyllostomidae (2), Natalidae (1) y Emballonuridae (1). Estas
representan el 7.69% de las especies reportadas para Guatemala (Kraker-Castafieda et
al., 2016; Trujillo et al., 2021). Hasta ahora, solo se habian documentado parcialmente
datos sobre los murciélagos que habitan la Cueva del Silvino, ubicada en Morales, 1zabal.
A pesar de que el nimero de especies encontradas es la mismo, en la Cueva del Silvino
solo se identificaron dos familias, siendo Mormoopidae la predominante (5), y
posteriormente Phyllostomidae (3) (Cajas-Castillo et al., 2015).

Diferentes estudios realizados en cuevas neotropicales (Salgado-Mejia et al., 2021,
Moreno et al., 2006; Barbosa & Bernard, 2021) han encontrado que las familias
Emballonuridae, Mormoopidae y Natalidae son recurrentes en la utilizacion de cuevas
como refugios. La familia Mormoopidae es especialmente comun en estos refugios, ya
que estd compuesta de especies cavernicolas estrictas y gregarias (Torres-Flores et al.,
2012). Esto se observa en varios sistemas cavernarios de México (Hernandez-Aguilar y
Santos-Moreno, 2020). Mormoops megalophylla, por ejemplo, utiliza cuevas de origen
karstico de manera exclusiva y es sensible ante los cambios de temperatura en estos
ambientes (Davalos et al., 2019). En contraste, las especies de la familia Phyllostomidae

no dependen estrictamente de estos refugios (Torres-Flores et al., 2012).
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Se capturaron siete especies en la época seca y ocho en la lluviosa. Se utilizé la trampa
de arpa para el muestreo, la cual demostro ser bastante eficaz, dado que la curva de
acumulacién de especies se estabilizé después de 30 horas de esfuerzo. Durante la etapa
de muestreo, se detectaron otras salidas alrededor de la principal, donde se observo un
flujo considerable de murciélagos. Ademas, la trampa no cubrid6 completamente la
entrada/salida principal de la cueva debido al cableado del sistema interior. Es posible
que esto haya afectado la riqueza obtenida, ya que N. mexicanus fue capturado sola una
vez durante la época lluviosa, al igual que G. soricina durante la época seca.

En este estudio, se observo que dos de las tres especies con el mayor éxito de captura
fueron los mormépidos (P. fulvus, M. megalophylla) y un embalonurido (B. i0). Los
mormapidos y algunos embalonaridos como B. io utilizan exclusivamente cuevas como
refugios (Lim, 2015).

Existe evidencia de que la composicidn de especies de murciélagos que habitan cuevas
varia entre épocas seca y lluviosa (Torres et al., 2012). En particular, se ha observado
que los mormopidos suelen ser mas abundantes durante la época seca (Hernandez-
Aguilar y Santos-Moreno, 2020). A pesar de que la predominancia de P. fulvus es
constante en esta como en otras cuevas de la region (Cajas-Castillo et al., 2015; Torres
et al., 2012; Hernandez-Aguilar y Santos-Moreno, 2020), estos murciélagos suelen ser
méas abundantes durante la época seca. Sin embargo, no se encontrd diferencia
significativa en la abundancia relativa para ninguna de las tres especies durante las
épocas seca Y lluviosa. Esto en parte, se pudo deber a que los muestreos se comenzaron
en marzo, por lo que se perdieron dos meses (enero, febrero) fundamentales para capturar

estas especies.
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11.2.2 Estructura poblacional

La precipitacion juega un rol fundamental en los trépicos, ya que influye en la
disponibilidad de recursos (Ferreira, 2015). Esta fluctuacion de recursos durante la época
seca Yy lluviosa afecta la abundancia y estructura de algunas poblaciones de murciélagos
(Ferreira, et al., 2017). Asimismo, las condiciones internas de la cueva pueden afectar de
manera directa la capacidad de las especies para reproducirse (Avila-Flores y Medellin,
2004). En el caso de las tres especies mas abundantes, la frecuencia entre adultos y
juveniles, la Unica fue B. io, siendo mayor la de juveniles en época lluviosa.

En relaciéon con la frecuencia de hembras y machos se observados durante ambas
épocas, solo se registro variacion en P. fulvus. Esto coincide a su vez con la frecuencia
de hembras prefiadas observadas durante la época seca. Fendmeno que se repite en M.
megalophylla, aunque no se encontraron diferencias significativas entre hembras y
machos.

En otros estudios en cuevas, la dinamica poblacional de los mormopidos esta
fuertemente ligada a la época seca, donde la gestacion ocurre entre febrero y abril
(Hernandez-Aguilar y Santos-Moreno, 2020; Torres-Flores, et al., 2012). Esto se refleja
Unicamente en las hembras de P. fulvus. Asimismo, hay evidencia que las especies de
estas familias pueden abandonar algunos refugios, posterior a la época reproductiva,
quedando en su mayoria machos (Torre-Flores et al., 2012).

En cuanto a los embalonuridos, se tiene conocimiento de que B. io es activo
reproductivamente de marzo a julio (Arroyo-Cabrales y Knox, 1988), lo que reflejé en
la frecuencia de edades observadas durante ambas épocas. Es importante sefialar que la
toma de muestras no se realizé mensualmente, lo que resulté en la falta de documentacion
para algunas especies en los meses criticos, como el inicio de la época seca y la época

lluviosa donde no se realiz6 muestreo en junio y septiembre.
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11.2.3 Murciélagos en el paisaje exterior

Los métodos de muestreo de murciélagos ha sido comprobado que estan sesgados al
registro de distintas familias taxonémicas (MacSwiney et al. 2008; Gregorin et al. 2022;
Carvalho et al. 2022). Por ejemplo, las redes de niebla son efectivas para la captura de
murciélagos filostdbmidos (familia Phyllostomidae), mientras que los detectores
ultrasonicos son efectivos para registrar a los murciélagos insectivoros aéreos (familias
Mormoopidae, Emballonuridae, Vespertilionidae y Molossidae), lo cual esta
determinado por rasgos de vuelo de las especies y su sistema de ecolocalizacién (vuelo
bajo vs. vuelo alto, intensidad baja vs. intensidad baja), asi como por los habitats y los
estratos verticales estudiados (MacSwiney et al. 2008; Silva Mancini et al. 2022). Estas
diferencias en la capacidad de deteccion se reflejaron en nuestros resultados de
abundancia mediante capturas y actividad mediante acustica, de las especies de
murciélagos insectivoros aéreos registradas en las grutas, en el paisaje exterior:
obtuvimos un namero bajo de individuos con el uso de redes de niebla en distintos sitios
de muestreo bajo cobertura boscosa (bosque, cacao y pino), en contraste con un numero
alto de archivos efectivos con evidencia acUstica de estas especies.

Para llevar a cabo muestreos acusticos eficientes es esencial partir de grabaciones semi-
controladas en las distintas areas de estudio, como referencia local, debido a las
dificultades que se pueden presentar para reconocer especies por la convergencia
filogenética de los pulsos de ecolocalizacion y las variaciones geogréficas potenciales
entre poblaciones (Jones 2008; Jiang et al. 2015). De esta manera, los micréfonos
ultrasdnicos nos permitieron generar una biblioteca compuesta por recursos graficos para
la visualizacion del sonido a partir de técnicas de tratamiento digital de las sefiales, asi
como por caracterizaciones que contemplan distintos parametros acusticos que pueden
diferir entre las especies, de tal manera que pudimos reconocerlas en las grabaciones en
el paisaje exterior.

Respecto a las comparaciones del nimero de archivos efectivos con evidencia de las
especies registradas en las grutas, en el paisaje exterior, llevamos a cabo dos contrastes:

los cambios en relacion con el aumento de distancia hacia las grutas siguiendo el curso
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de la ribera (la ribera parte de la entrada de las grutas y fue considerada como el
centroide para definir tres categorias de distancia) y la comparacion entre la ribera y el
bosque. Nuestros resultados mostraron que, aunque hay diferencias de magnitud
perceptibles en los valores de tendencia central del numero de archivos efectivos,
especificamente valores mayores en proximidad a las grutas que disminuyen con la
distancia, asi como un valor mayor en la ribera en comparacion con el bosque, las
mismas no son estadisticamente significativas. Con respecto a este ultimo resultado,
otros autores han encontrado una relacion positiva entre la actividad especie-especifica
y los elementos lineales del paisaje (Verboom y Huitema 1997; Lentini et al. 2012,;
Toffoli 2016), lo cual podria ser explicado en nuestra area de estudio por la anisotropia
que genera este habitat (concepto migrado del campo de la fisica para definir la
propiedad de conductividad de la materia) y los recursos disponibles (agua y alimento).
Consideramos que es necesario continuar con estos enfoques de investigacion para
determinar cdmo rasgos naturales pequefios y elementos lineales del paisaje pueden
contribuir a la conservacion de los murciélagos en ambientes con una tasa alta de

pérdida de la cobertura boscosa.
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11.2.4 Caracterizacion de la diversidad genética

Las secuencias obtenidas en este proyecto, a partir de la region control del ADNmt, seran las
primeras secuencias de B. io en ser depositas en la base de datos del GenBank®. Lo anterior
quedé evidenciado con la herramienta BLASTN, en donde los valores més altos de porcentaje
de similitud fueron obtenidos Unicamente para secuencias parciales provenientes de individuos
del congénere de B. io, B. plicata; dado que dicha base de datos no cuenta, hasta el momento,
con secuencias de nuestra especie de interés, con las cuales se pudo haber llevado a cabo la
comparacion con BLASTN.
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El genoma mitocondrial en animales vertebrados es un genoma circular cerrado, de
doble cadena, con multiples copias, de un tamafio de ~16-18 kilobases (kb) y que
comprende 13 genes codificadores de proteinas involucradas en la cadena de transporte
de electrones, 22 genes de ARN de transferencia, dos genes de ARN ribosémico y
algunas regiones no codificantes. EI contenido de genes mitocondriales esté fuertemente
conservado en animales, con muy pocas duplicaciones, sin intrones y regiones
intergenéticas muy cortas. La region control es el Unico segmento no codificante en el
genoma mitocondrial. Esta region controla la sintesis de ARN y ADN. En comparacion
con el ADN nuclear, la mayoria del ADNmt en mamiferos, especialmente la region
control, tiene una tasa de evolucién mas rapida. Esto hace que el ADNmt sea muy
variable en las poblaciones naturales, lo que puede generar alguna sefial sobre la historia
de las poblaciones en periodos cortos de tiempo (Galtier et al., 2009). Los estimadores
de diversidad utilizados en este estudio (Hd, m, S) son de los més utilizados para el
genoma mitocondrial. Varios estudios incluyen los anteriores estimadores para
determinar los niveles de diversidad genética en una poblacion (diversidad
intraespecifica), asi como para hacer comparaciones entre varias poblaciones (diversidad
interespecifica) para murciélagos neotropicales, especialmente, de la familia
Phyllostomidae (p. ej., Ripperger et al., 2013-2014). No obstante, para la familia
Emballonuridae (a la cual pertenece B. i0), se ha optado de manera mas frecuente, por el
uso de microsatélites (p. ej., Nagy et al., 2010; Nagy et al., 2013). De los trabajos que
utilizan el genoma mitocondrial como marcador molecular (especificamente la region
control) para embalonuridos, destacamos el trabajo de Nagy et al. (2014), por incluir a
B. plicata, una especie cogenérica de B. io. En dicho estudio, se reportan valores
similares a los obtenidos en este proyecto. Especificamente, reportan para los machos,
valores mas altos en relacion con las hembras. En cuanto a la prueba de Tajima, nuestros
resultados muestran una desviacion del modelo de la Teoria Neutral de la evolucion
molecular, también llamada Teoria del Equilibrio Mutacion-Deriva Génica (en
referencia a las dos fuerzas predominantes en ella). Cuando un conjunto de datos no se
ajusta a las predicciones de la Teoria Neutral, es necesario plantear escenarios

alternativos, dado que la deteccion de desviaciones de la hipotesis nula de neutralidad
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apunta a la violacion de uno o mas de sus supuestos. Estas desviaciones pueden deberse
a eventos selectivos y/o demograficos. Por ejemplo, barridos selectivos recientes,
expansiones poblacionales después de cuellos de botella recientes, estructuracion
poblacional, entre otros (EGE e IEGEBA, 2018).

Una D de Tajima negativa, como en nuestro caso (-2.33398), significa un exceso de
polimorfismos poco frecuentes en relacion con lo esperado, lo que a su vez podria indicar
una expansion del tamafio de la poblacion, por ejemplo, después de un cuello de botella

o un barrido selectivo.
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12. Conclusiones

a)

b)

d)

Se documentaron 8 especies de murciélagos que habitan la cueva de Lanquin, Alta Verapaz,
pertenecientes a las familias Phyllostomidae (2), Natalidae (1), Mormoopidae (4) y
Emballonuridae (1). En total se capturaron 765 ejemplares, siendo las especies méas abundantes
Mormoops megalophylla (76), Pteronotus fulvus (353) y Balantiopteryx io (303). Se
observaron algunas variaciones estacionales en las capturas de murciélagos en la cueva de
Lanquin, aunque estas diferencias no fueron significativas entre las capturas en época seca y
lluviosa, aunque si se observd variacion en la estructura de edades entre las dos épocas, con
los juveniles siendo mas abundantes en la época de lluvias, especialmente para Balantiopteryx
i0. el comportamiento fue distinto para las diferentes especies

Las capturas de esas especies con redes de niebla en los héabitats alrededor de la cueva no fue
muy productiva, ya que solo se logré la captura de 5 de las mismas especies de la cueva, y con
numeros muy limitados, por lo que se considera que las redes de niebla no son un método
adecuado para el estudio y monitoreo de murciélagos de la cueva.

Se observé una mayor actividad de murciélagos, medida con detectores de murciélagos, en las
areas de ribera del rio, y menor en el interior de los bosques.

Los detectores de murciélagos son una herramienta poderosa y recomendada para los
monitoreos de murciélagos en el area. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que, aunque
hay diferencias de magnitud perceptibles en los valores de tendencia central del nimero de
archivos efectivos, especificamente valores mayores en proximidad a las grutas que
disminuyen con la distancia, asi como un valor mayor en la ribera en comparacion con el
bosque, las mismas no son estadisticamente significativas, aunque es necesario realizar mas
muestreos para eliminar el sesgo generado por la presencia de microhabitats que pueden diluir
estas diferencias.

Los resultados de diversidad genética para Balantiopteryx io nuestran muestran una desviacion
del modelo de la Teoria Neutral de la evolucion molecular, aunque todavia no se pudo
determinar la causa de esta desviacion, que podria al menos parcialmente ser debida a cambios

poblacionales recientes.
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14. Aspectos éticos y legales

La presente investigacion se realizd bajo la Licencia de Investigacion 00719-B y Licencia de
Colecta No. 01003 (Titular Sergio G. Pérez) del Consejo Nacional de Areas Protegidas, con
vigencia de 2020 a 2023. Los protocolos siguieron las recomendaciones del American Society of
Mammalogists para el uso de animales silvestres en la investigacion y educacion (Sikes & ASM,
2016).

15. Vinculacion
Se establecieron relaciones de colaboracion entre el Laboratorio Molecular de Biodiversidad,
el Programa para la Conservacion de Murciélagos de Guatemala (PCMG), la Sociedad
Zooldgica de Londres (la cual funge como contrapartida de esta propuesta de investigacion),
el Instituto Guatemalteco de Turismo (INGUAT), el Consejo Nacional de Areas Protegidas
(CONAP, extension Coban), la Municipalidad de Lanquin y con las comunidades Q’eqchi’, a
través de sus lideres. El trabajo colaborativo permitié concretar acciones de conservacion en
las grutas y su paisaje exterior. Asimismo, fortalecera la capacidad y permitira la continuidad

del monitoreo de las poblaciones de murciélagos que utilizan las grutas como refugio.
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16. Estrategia de difusion, divulgacion y proteccién intelectual

Se compartieron los resultados de forma técnica a través de un documento en formato digital
con los administradores del Parque Nacional Rutas de Lanquin y se hizo la difusion y resultados
del proyecto a través de la participacion en reuniones y talles locales en Lanquin, Alta Verapaz.
También se hizo la difusion de los resultados preliminares en congresos especializados en la
conservacion de los murciélagos en México. Asimismo, se incorporaran los datos recolectados
en el Portal de Biodiversidad de Guatemala, SNIBgt y GenBank®. También se gener6 material
de divulgacion para distribuir en las comunidades; especificamente, el disefio de un afiche con
informacidn de las especies que utilizan las grutas como refugio, su importancia y amenazas,
asi como un pequefio diorama conteniendo una piel de estudio de Mormoops megalophylla
especialmente preparada para ser expuesta en el area publica del Parque Nacional Rutas de

Lanquin.

17- Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:
Se trata de un enfoque pionero, que contempl6 varias disciplinas cientificas y herramientas
técnicas para lograr sus objetivos, que podra ser replicado en otras regiones del pais. Provee
parametros ecoldgicos y genéticos para el monitoreo y evaluacion de poblaciones de
murciélagos de interés para conservacion, con un enfoque a largo plazo. La informacion que
se generO permitird identificar acciones de conservacion, que podran integrarse al manejo
sostenible del &rea y ser contrastadas en una linea de tiempo a través de las respuestas
poblacionales. De esta manera, se contribuye con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS)

15, correspondiente a “Vida de ecosistemas terrestres”.
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