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RESUMEN

La ecolocalizacion como sistema de orientacion es utilizada por diferentes grupos dentro
del reino animal, sin embargo, los murciélagos han desarrollado este mecanismo de manera
que les permite orientarse y el acceder a su alimento, ademas de poder mantener cierta
comunicacion entre ellos. La amplia distribucidn en ambientes contrastantes que tienen los
murciélagos ha llevado a generar pulsos distintivos entre especies, asi como variaciones en
sus pulsos de ecolocalizacidn dentro de una misma especie en diferentes zonas geograficas.
Tales variaciones pueden complicar la identificacion al usar herramientas acusticas como
los detectores ultrasonicos. Esto hace necesario identificar las potenciales variaciones que
puede presentar determinada especie a lo largo de su area de distribucién. Tal es el caso de
Myotis velifer, una especie gregaria con un amplio rango de distribucién a lo largo de la
republica Mexicana que ademads conforma numerosas colonias de maternidad con
organismos procedentes de varias localidades. Este trabajo buscd determinar si existe
variacién entre colonias de maternidad separadas geograficamente, ademas identifico si
esta variacion tendria como factor principal el rango de separacion geografico entre
colonias. Para esto se estudiaron cinco colonias de maternidad con tres escalas de
separacion denominadas; pequefia (30 km aproximadamente), en la que no se encontrd
diferenciacion significativa, mediana (500 km aproximadamente) y grande (mds de 1000
km), las que si mostraron variacion significativa. A pesar de encontrar variacion a diferentes
escalas, los resultados de nuestros analisis refutan nuestra hipdtesis de la influencia de Ia
separacion geografica en la variacion. Esto permite plantearnos nuevas hipétesis sobre los
posibles factores influyentes que podrian explicar con mayor peso la variacion de los pulsos
de ecolocalizacién de M. velifer, como firmas especificas entre colonias como mejora en la
comunicacion entre los miembros o posible divergencia por falta de interaccidn entre las
colonias. Sin embargo, para afirmar cualquiera de estas hipdtesis es necesario realizar
mayores estudios tomando en cuenta otros factores que en este proyecto no se

consideraron, tales como analisis moleculares de ADN y morfologia geométrica.



INTRODUCCION

Ecolocalizacion

La ecolocalizacion es un sistema de orientaciéon espacial mediante ondas sonoras
ultrasdnicas, el cual consiste en la emisidn de ondas y la recepcién de los ecos causados por
estas ondas al impactar alguna superficie, seguida del analisis y discriminacién de los ecos
para tener un panorama del entorno circundante (Schnitzler y Kalko, 2001). Este sistema de
biosonar es utilizado por diferentes animales, como cetaceos (Au, Penner y Turl, 1987;
Bullock y Ridgway, 1972; Whitlow y Simmons, 2007) y murciélagos (Altringham, 2011) para
determinar la posicidn y caracteristicas de las formas que los rodean, pero no en todos los
casos se ha desarrollado de la misma manera, aunque el principio sigue siendo el mismo

(Whitlow y Simmons, 2007; Garcia y Lépez, 2018).

La ecolocalizacién en los animales se ha especializado de manera diferente de acuerdo al
habitat en el que se desarrollen. Por ejemplo, un delfin emite sefiales como silbido debido
a la modificacion de su fosa nasal, mientras que un murciélago emite sonidos de alta
frecuencia que son transmitidos a través de la laringe, donde el aire pasa por sus cuerdas
vocales, las hace vibrar y por medio de las contracciones de los musculos de la laringe
tensan las cuerdas vocales cambiando la frecuencia del sonido (Altringham, 2011). Ademas,
a diferencia de los delfines, los murciélagos han desarrollado variaciones en su sonido
haciendo sefiales mas complejas (Altringham, 2011; Whitlow y Simmons, 2007) debido a su
amplia distribucién que los lleva a ocupar diferentes ambientes y estrategias de forrajeo
(Wangetal., 2014; Russo, Ancillotto y Jones, 2017; Jiang, Wu y Feng, 2015; Van Den Bussche
y Hoofer, 2004).

Los murciélagos, con énfasis en las especies que se alimentan de insectos, no solo han
desarrollado la ecolocalizacién como mecanismo de orientacién (Jensen, Moss y Surlykke,
2005), sino también para la deteccidn, caracterizaciéon y la captura efectiva de presas
durante el forrajeo (Griffin, 1958; Schnitzler y Kalko, 2001), asi como para la comunicacion

entre individuos de la misma especie o entre poblaciones (Jiang, Wu y Feng, 2015; Pearl y



Fenton, 1996). Las especies que han perfeccionado su sistema de ecolocalizaciéon utilizan
una gran variedad de senales, también conocidas como pulsos de ecolocalizacién (sonido
de corta duracién) que difieren en sus caracteristicas estructurales y de componentes, tales
como el ancho de banda, su duracién y sus frecuencias (Garcia y Lopez, 2018). Esto hace
que determinadas familias y especies de murciélagos insectivoros emitan pulsos Unicos y
caracteristicos, o por el contrario pulsos con caracteristicas similares entre ellos, lo que
facilita o dificulta segun sea el caso, la identificacidn a diferentes niveles taxondmicos como

puede ser el especifico (Jones y Holderied, 2007; Russo, Ancillotto y Jones, 2017).

Estudio y andlisis de la ecolocalizacién

Los detectores de ultrasonidos son instrumentos que permiten captar y transformar los
sonidos emitidos por murciélagos a frecuencias audibles para las personas y asi determinar
su presencia en diferentes ambientes (Cortés-Calva, 2013; Rizo-Aguilar et al., 2015). Existen
diferentes sistemas de grabacion y analisis computacional de los pulsos de ecolocalizacidon
de los murciélagos (detalles en Rizo-Aguilar et al., 2015) que ha generado un gran avance
en los estudios bioacusticos del grupo, pues las herramientas de grabacién y analisis nos
permiten analizar cualitativa y cuantitativamente las caracteristicas especificas de cada
pulsoy asi obtener medidas comparativas entre individuos, especies, o como el caso de este
trabajo, analizar la posible variacién en los pulsos en diferentes regiones geograficas. Por
tanto, el desarrollo de herramientas tecnoldgicas para la deteccion, grabacion y andlisis de
los pulsos de ecolocalizaciéon de murciélagos, hoy nos permite poder conocer a detalle la

gran variacion intra e interespecifica de los pulsos de ecolocalizaciéon en murciélagos.

Variacion en los pulsos de ecolocalizacion

En los murciélagos, los pulsos de ecolocalizacion varian en primera instancia, de acuerdo a
la especie; al variar entre especies, se dice que la variacidn es interespecifica, y cuando la
variaciéon ocurre dentro de una misma especie a escalas espaciales y temporales diferentes,

la variacion se denomina intraespecifica (Jones y Holderied, 2007).



La variacién interespecifica esta dada por diferentes factores como la filogenia, la zona de
caza, las estrategias de forrajeo, el tipo de alimento consumido y el habitat (Jiang, Wu y
Feng, 2015; Jones y Holderied, 2007; Russo, Ancillotto y Jones, 2017; Teeling et al., 2005;
Van Den Bussche y Hoofer, 2004). En buena medida, estos factores determinan la tasa de
repeticion de los pulsos, es decir, los pulsos emitidos por segundo, dando lugar a ciclos de
trabajo altos (pulsos de mayor duracion separados por un intervalo corto de silencio), o
ciclos de trabajo bajos (pulsos de corta duracién separados por un intervalo largo de
silencio) (Garcia y Lopez, 2018; Russo, Ancillotto y Jones, 2017). Asi como la intensidad,
duracién y frecuencia de las sefiales de ecolocalizacion, esto genera especificidad en los

pulsos para cada especie emisora (Rizo-Aguilar et al., 2015).

Ademas, la historia evolutiva y las adaptaciones que separan a las especies conllevan
también a desarrollar caracteristicas anatdomicas y morfoldgicas particulares que pueden
influir en las caracteristicas de los pulsos de ecolocalizacién y con ello permitir identificar
especies de murciélagos insectivoros mediante el andlisis de sus pulsos de ecolocalizacién

(Russo, Ancillotto y Jones, 2017; Van Den Bussche y Hoofer, 2004).

La variacién intraespecifica puede deberse a factores extrinsecos como la estructura del
habitat, el gradiente de vegetacion y la presencia o ausencia de cuerpos de agua (Wang et
al., 2014). Asi como los efectos de pulsos emitidos simultdneamente por individuos de la
misma especies que pueden causar una superposicion de las sefiales al compartir espacios
de vuelo o zonas de caza, es decir evitar la competencia intraespecifica en el area de forraje

o alimento (Jiang, Wu y Feng, 2015; Wang et al., 2014).

Los efectos en las caracteristicas de los pulsos a nivel individual e intraindividual en cada
organismo, tales como cambios en las frecuencias, el intervalo o la duracién de estos,
influyen en las variaciones estructurales de los pulsos dentro de las especies, ya que pueden
variar por factores intrinsecos como la ontogenia y sexo (Varela-Boydo et al., 2019). Los
individuos también pueden modificar sus pulsos como respuesta al ruido ambiental, a las
interacciones sociales y a las tareas sensoriales especificas, como sucede durante la

busqueda de una presa (fase de busqueda), durante la persecucién (fase de aproximacion)



o captura de la misma (fase de captura), llevando al murciélago a ajustar sus pulsos
constante y continuamente a lo largo de estas fases, para asi tener mayor eficacia en el

éxito de captura de presas (Kraker et al., 2018; Russo, Ancillotto y Jones, 2017).

Ademas de los factores extrinsecos e intrinsecos, existen otros factores que pueden llegar
a generar variaciones al momento de analizar los pulsos de ecolocalizacidn. Los factores que
se deben de tomar en cuenta son las caracteristicas del equipo de grabacion, como el rango
de deteccién y sensibilidad del micréfono, ya que existen diferentes tipos de detectores
ultrasénicos con caracteristicas especificas y de importancia al momento de realizar un
estudio. Algunas veces las diferencias en los equipos de deteccion puede generar
variaciones que produzcan confusién al momento de visualizar, analizar y medir los pulsos

(Britzke, Gillam y Murray, 2013; Parsons, Boonman y Obrist, 2000).

Variacion geogrdfica en los pulsos de ecolocalizacion

Dentro de una misma especie, las poblaciones separadas geograficamente pueden expresar
diferencias significativas en sus pulsos (Jiang, Wu y Feng, 2015; Xie et al., 2017). Tales
variaciones se han explicado como una respuesta al aislamiento genético y la interaccion
grupal de la especie (Jiang, Wu y Feng, 2015). Este tipo de variacidon dada por el aislamiento
geografico funciona para que los murciélagos tengan una mejor comunicacidon entre los
miembros de sus colonias o poblaciones y discriminen entre los pertenecientes a su grupo

(Pearl y Fenton, 1996; Russo, Ancillotto y Jones, 2017; Voigt-Heucke et al., 2010).

Existen diversos factores que intervienen en este tipo de variacion entre los pulsos de
ecolocalizacién de los murciélagos, entre ellos, algunos procesos evolutivos como la
seleccion ecoldgica, es decir, la adaptacién de los pulsos de ecolocalizacién de los
murciélagos de acuerdo al ambiente en el que habitan; la seleccién social, que se da entre
los miembros de una colonia para discriminar entre los miembros familiares y no familiares
(Voigt-Heucke et al., 2010); vy la deriva genética y cultural (Jones y Van Parijs, 1993; Xie et
al., 2017), es decir, que al haber una divergencia en la poblaciéon, pueden ocurrir pérdida

genética, errores o deficiencias en el aprendizaje de las llamadas que generen alteraciones



en la estructura de los pulsos de ecolocalizacion (Jiang, Wu y Feng, 2015; Knornschild et al.,
2009). Por lo tanto, esto tiene gran fuerza en la divergencia de las caracteristicas de los

pulsos de ecolocalizacién (Jiang, Wu y Feng, 2015).

La separacion poblacional de murciélagos entre refugios distantes geograficamente,
promueve los procesos antes mencionados, provocando que dentro de una misma especie,
sus diferentes poblaciones presenten caracteristicas especificas entre ellas, es decir,
variaciones entre sus poblaciones (Veselka et al., 2013), lo cual supone en algunos casos
complicaciones o confusiones al caracterizar los pulsos de una especie en regiones
geograficas diferentes (Luszcz et al., 2016), por ello la importancia de generar informacién
que sirva de referencia a diferentes regiones geograficas para poder llevar a cabo

identificaciones mas precisas y menos complicadas.



ANTECEDENTES

La flexibilidad que tienen los murciélagos para modificar sus pulsos de ecolocalizaciéon en
condiciones especificas como durante el desplazamiento, el desarrollo de crias a adultos o
el forrajeo, hace que existan factores que influyan en la variacién intraespecifica, por
ejemplo, la estructura del habitat, la ontogenia o la influencia de conespecificos. Dentro del
género Myotis se han realizado trabajos con diferentes especies que demuestran la
variacion de sus pulsos de acuerdo a diversos factores, como los factores extrinsecos de su
habitat, factores ontogénicos, la separacién de las colonias y factores de distancia
geografica. A continuacidn, se presentan algunos trabajos que respaldan la variacién en los

pulsos de ecolocalizacién por estos factores.

Variacion en respuesta a la zona de forrajeo

El ajuste que los individuos realizan en sus pulsos de acuerdo al tipo de habitat en el que
llevan a cabo sus actividades de vuelo les permite tener una mayor eficacia al momento del
forrajeo, tal como lo confirman Wang y colaboradores en 2014 con su trabajo sobre Myotis
macrodactylus, donde realizan un estudio del ajuste dindamico de la estructura de los pulsos
de esta especie en respuesta a diferentes tipos de habitats riberenos de ambientes fluviales,
importantes como dareas de forrajeo para especies de murciélagos insectivoros, con
diferentes niveles de saturacion de la vegetacion. Demostrando que M. macrodactylus
realiza cambios en la estructura detallada de sus pulsos, modificando dindmicamente sus
frecuencias, tasa de modulacidn y duracién de sus pulsos de ecolocalizacién, lo cual mejora
su respuesta a las distintas caracteristicas estructurales de la vegetacién en sus areas de

forrajeo.

Esta caracteristica de flexibilidad que tienen los murciélagos en sus pulsos, se ve reforzada
también por la investigacion de Kraker y colaboradores en 2018, que evaltan el efecto de
factores extrinsecos en la ecolocalizacion de Myotis nigricans, tomando como factor
extrinseco el tipo de ambiente acustico (espacio abierto vs vegetacion de fondo). Este

trabajo demostré que la especie también modifica caracteristicas en sus pulsos de



ecolocalizacion, acortando el intervalo entre ellos para tener una mejor respuesta en un
entorno cerrado a través del retorno rapido de los ecos, permitiéndole una respuesta rapida

y precisa a los obstaculos que se le presenten.

Variacion por la ontogenia

El cambio en las caracteristicas de los pulsos de ecolocalizacion de acuerdo a factores
intrinsecos también se ha registrado dentro de este género, y especialmente en nuestra
especie de interés, gracias a un trabajo realizado por Varela-Boydo y colaboradores (2019)
que se centrd en las vocalizaciones durante el desarrollo post natal de Myotis velifer. Este
estudio demuestra un notable cambio en la estructura de los pulsos conforme al
crecimiento de las crias, aumentando la frecuencia inicial y a la mitad del pulso, ademas de
la reduccién en la duracién y el intervalo en relacién a la talla de los individuos. Esto podria
deberse al desarrollo de los érganos vocales y del sistema auditivo o al aprendizaje de las

crias que se desarrolla conforme a la edad (Kraker et al., 2018; Pearl y Fenton, 1996).

Variacion como firmas especificas

Otro papel importante en la variacion de la ecolocalizacién es la condicién social de los
grupos que se forman en los refugios. Algunas especies de murciélagos forman colonias que
en algunos casos tienen integrantes permanentes, como algunas colonias de maternidad
(Fitch et al., 1981). La separacién de estas colonias puede llevar a que los miembros de cada
colonia generen una firma particular que ayude a los individuos a regresar a su refugio
después del forrajeo y a discriminar entre los miembros de su grupo y los que no lo son, asi
lo demuestran Pearl y Fenton (1996) con su trabajo realizado en Nueva York con Myotis
lucifugus, en el que se estudiaron colonias cercanas entre ellas. Concluyendo que si existe
variacion entre las colonias de maternidad de M. lucifugus, y que las firmas especificas que
generan los individuos entre los grupos les permiten mejor comunicacidon entre los
integrantes de cada grupo, esta caracterizacion puede ser el resultado de una transferencia
cultural de aprendizaje de los adultos hacia las crias, por lo que, al ir creciendo la cria, las

caracteristicas de sus pulsos van modificAndose hasta asemejarse a los pulsos de un adulto.



Variacion geogrdfica

Debido a que existen diferentes factores que influyen en la variacidn intraespecifica de la
ecolocalizacidn, se considerd importante conocer qué tanto influye la separacion geografica

de las poblaciones.

Veselka y colaboradores (2013) realizaron un estudio sobre la variacion espacial en las
llamadas de ecolocalizacién de Myotis lucifugus, controlando factores que pueden causar
variaciéon intraespecifica como el habitat, la ontogenia, la presencia de conespecificos,
técnicas de grabacidn y factores ambientales, para tratar de evaluar solamente el nivel de
variacién por la escala de separacidon espacial. Para esto se consideraron tres escalas:
pequefia escala (separacién de hasta 1 km; entre sitios), escala intermedia (separacion de
2 a 500 km; grupo de sitios) y escala continental grande (separaciéon de mdas de 1000 km;

ubicaciones).

Para controlar la interferencia de otros factores de variacién realizaron la grabacién de
murciélagos que se alimentan en aguas tranquilas y lejos de la vegetacidn, sin climas
tempestuosos y durante principios del verano, para evitar la interferencia de juveniles
recién voladores. Al realizar el analisis estadistico se observd que a pequefia escala hubo
una variacion significativa, posiblemente debido a firmas especificas de alojamiento y
actividades de forrajeo grupal. Sin embargo, a escala intermedia no se encontré un efecto
espacial en las caracteristicas de los pulsos, esto tal vez es debido a la presencia de
individuos de varios grupos que forrajean juntos o que estos sitios constituyen una gran

poblacién reproductora.

En cuanto a la escala continental, es posible que la variacion se deba a una baja probabilidad
de mezcla genética, lo que lleva a una diferencia en la estructura de los pulsos. Con esto
concluyeron que la variacion espacial es un factor importante que debe estudiarse en la
ecolocalizacion de los murciélagos para una mejor comprension de los factores que influyen

en las variaciones intraespecificas de los pulsos de ecolocalizacidn.



Por lo tanto, al tener en cuenta que la variacion en los pulsos de ecolocalizacién no se
relaciona con un solo factor, es necesario que se lleven a cabo mas investigaciones a nivel
especie que ayuden a la comprension de estos factores y las implicaciones que tienen al
momento de utilizar la ecolocalizacién como método de investigacidon e identificacidon
(Russo, Ancillotto y Jones, 2017; Varela-Boydo et al., 2019; Jiang, Wu y Feng, 2015; Wang et
al., 2014).

Myotis velifer

El murciélago Myotis velifer es una especie insectivora de la familia Verspertilionidae. Se
alimenta principalmente de Coledpteros, Lepiddpteros, Hemipteros, Dipteros, entre otros
(Kunz, 1974). Se distribuye desde El Salvador y Honduras en Centroamérica hasta Estados
Unidos en Norteamérica, por buena parte de México (exceptuando las Peninsulas de
Yucatan y Baja California) (Fitch et al., 1981). Se ha registrado en ambientes como bosques,
y ocupa como refugios principalmente las cuevas. Se encuentra en una categoria de riesgo
bajo (LR) con preocupacién menor (Ic) segun la Unidn Internacional para la Conservacién de

la Naturaleza (Fitch et al., 1981; Solari, 2019).

Es una especie cavernicola que forma colonias desde cientos hasta miles de individuos
dependiendo la temporada. A principios de abril forman colonias de maternidad, donde las
hembras se reldnen en refugios con ciertas caracteristicas especificas como humedad vy
temperatura que les favorece y garantiza los recursos necesarios para parir y criar a sus
crias. Estas colonias tienen una duracidn aproximada de seis meses, desde que arriban las
hembras hasta la marcha de las crias adultas. A partir de las seis semanas de edad las crias
son capaces de volar, de emitir pulsos de ecolocalizacién y buscar su alimento (Fitch et al.,

1981; Fuentes, 2011; Varela-Boydo et al., 2019).
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JUSTIFICACION

Las variaciones intraespecificas en los pulsos de ecolocalizacion que se deriva de la
separacion geografica entre colonias de la misma especie de murciélagos, pueden generar
confusiones o complicaciones para la identificacién y clasificacion durante el andlisis de los
pulsos grabados en ambientes libres y/o no controlados (Kraker et al., 2018; Veselka et al.,
2013). Una de las causas es la falta de informacién sobre las variaciones que pueden existir
dentro de una misma especie, ya sea por efectos ambientales, geograficos, ecomorfoldgicos

o la combinacién de estos (Guillén y Ibafiez, 2007).

El avance de los equipos electrénicos para trasformar, registrar y analizar los ultrasonidos
emitidos por los murciélagos (Mac Aodha et al., 2018; Parsons, Boonman y Obrist, 2000) y
debido a que cada vez se utilizan mas frecuentemente los pardmetros de ecolocalizacién
para el estudio y monitoreo de los murciélagos (Barlow et al., 2015; Russo, Ancillotto y
Jones, 2017) es importante realizar investigaciones sobre las variaciones geograficas entre
colonias de la misma especie, para poder generar y ampliar lainformaciény el conocimiento
de aspectos claves (como aspectos evolutivos) relacionados con variables geograficas
(Jiang, Wu y Feng, 2015; Van Den Bussche y Hoofer, 2004), que permitan la correcta

identificacion de especies particulares a lo largo de su rango de distribucidn.

HIPOTESIS

El distanciamiento geografico entre los refugios de percha de colonias de maternidad del
murciélago Myotis velifer, provocard una diferenciacion de las caracteristicas de los pulsos

de ecolocalizacién como una forma de especificidad entre los miembros de cada colonia.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar la variacion y diferenciacién en los pulsos de ecolocalizacidén en cinco colonias de
maternidad del murciélago Myotis velifer separadas geograficamente a diferentes escalas

espaciales.

Objetivos especificos

Comparar las caracteristicas y variacién de los pulsos de ecolocalizaciéon de cinco colonias

de maternidad de M. velifer.

Determinar si la variacion en los pulsos de ecolocalizacion de las cinco colonias de

maternidad estd asociada al aislamiento geografico per se.
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METODOLOGIA

Sitios de estudio y grabaciones acusticas

Las grabaciones provienen de tres regiones geograficas del pais; Noroeste, Altiplano y
Centro-Sur, y se obtuvieron a partir de capturas en cinco colonias de maternidad (Figura 1).
De la region Noreste se estudid la colonia ubicada en el estado de Durango en el municipio
de San Bernardo en la localidad de Matalotes, con coordenadas UTM 0427473 y 2919259
(sistema WGS84) a una altitud de 1875 m s. n. m., Cuenta con pastizal natural en los
alrededores del refugio (Sonozots-AMMAC-CONABIO 2018). En el Altiplano se estudiaron
individuos de la colonia ubicada en el estado de Zacatecas en el municipio de Tabasco, con
coordenadas UTM 0715616 y 2419381 (sistema WGS84) a una altitud de 1500 m s. n. m.,
en sus alrededores podemos encontrar agricultura de riego. Y una colonia que se forma en
un refugio ubicado también en el estado de Zacatecas, en el municipio de Jalpa, con
coordenadas UTM 0709843 y 2393756 (sistema WGS84) a una altitud de 1363 m s. n. m,,
donde en los alrededores se puede encontrar agricultura de riego (Sonozots-AMMAC-

CONABIO 2018).

Finalmente, de la zona Centro-Sur se estudiaron dos cuevas, la cueva “El Salitre” ubicada en
el municipio de Tlaltizapan, en la localidad de Tetecalita, con coordenadas UTM 0479987 y
2073194 (sistema WGS84) a una altitud de 1100 m s. n. m, cuenta con fragmentos alterados
de vegetacidn de selva baja caducifolia, campos de cultivo agricolas y ganaderos y unidades
habitacionales cercanas. Y la cueva “Agua Fria” ubicada en el municipio de Tlaquiltenango,
con coordenadas UTM 500090 y 2050198 (sistema WGS84) a una altitud de 1139 m s. n. m.
Esta cueva se encuentra a 150 m de la presa Agua Fria, en los alrededores se puede
encontrar vegetacion de selva baja caducifolia perturbada y campos de cultivo (Fuentes,

2011).
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Figura 1. Ubicacion de las colonias de maternidad de Myotis velifer que se estudiaron.

Método de captura, liberacion y grabacion de los ejemplares

Las grabaciones de los murciélagos de las colonias de los estados de Zacatecas y Durango
se obtuvieron en el mes de agosto del ano 2016 a partir del proyecto “Compilacion de la

III

fonoteca de referencia de los murciélagos insectivoros de México: Fase |I” (Sonozots-
AMMAC-CONABIO 2018). Tanto las capturas, liberacion de ejemplares y las grabaciones
fueron realizadas siguiendo el protocolo disefiado para dicho proyecto (detalles en Zamora-
Gutiérrez et al., 2020). Este consistio en capturar ejemplares con redes de niebla o de mano
en los refugios, identificacién taxondmica a nivel de especie, determinacidon del sexo,

condicidn reproductiva y edad relativa de cada ejemplar capturado, registro de las medidas
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morfoldgicas habituales como la longitud del antebrazo, longitud de oreja y trago, asi como

el peso, asignando un cddigo de identidad a cada ejemplar.

Posteriormente los ejemplares fueron grabados con un detector Avisoft modelo USG 116H
conectado a la unidad de grabacion LapTop Dell Inspiron, usando el método de liberacidn
de manoy en una configuracién de habitat similar a la que usa normalmente la especie para

forrajear (Fitch et al., 1981; Zamora-Gutierrez et al., 2020).

Mientras que las grabaciones del estado de Morelos se realizaron en el mes de septiembre
del afio 2019, utilizando un detector ultrasénico Song Meter SM4 (Wildlife Acoustics),
colocandolo a una distancia de tres a cuatro metros aproximadamente del punto de
liberacion del murciélago. Para cada colonia se capturaron 20 individuos utilizando redes
de mano y transportandolos al exterior en sacos de manta. Posteriormente se colocaron en
sacos individuales. De cada organismo se midié la longitud del antebrazo utilizando un
vernier electrénico, el sexo, la edad (juvenil, adulto) y el estado reproductivo (inactivo,
lactante, post lactante) para futuras referencias. A cada individuo se le asigno un cédigo de
identidad para posteriormente ser liberados manualmente uno a uno en un espacio abierto
cerca de su cueva, donde se les indujo el vuelo levantandolos y soltandolos en lo alto,
siguiendo su trayectoria de vuelo con el micréfono del detector hasta perderlo de vista y

esperando un pequefio periodo antes de liberar el siguiente.

Andlisis de las grabaciones

Sin considerar los métodos de captura, liberacidén y grabacion, para los analisis de los
sonidos se utilizé el programa BatSound Pro v.3.31, a una velocidad de muestreo de 44100,
con un tiempo de expansion de 10, transformaciones de Fourier de 512 puntos con una
ventana tipo Hanning y un 95% de superposicién entre ventanas sucesivas; para lograr que
los pulsos se definieran de la mejor manera para su medicidn se modificé el umbral y el
contraste hasta lograr el objetivo (Rizo-Aguilar, 2008). De cada individuo grabado se
seleccionaron los pulsos consecutivos de mejor calidad, con poco ruido de fondo y donde

se visualizard con claridad la estructura del pulso; aunque se traté de que fueran secuencias
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de diez pulsos (figura 2), en algunas grabaciones esto no fue posible, pues en el
espectrograma se marcaba demasiado ruido o los pulsos no tenian la suficiente potencia y

no se visualizaba el pulso completo.
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Figura 2. Visualizacidon en el espectrograma de una secuencia representativa de Myotis

velifer.

Medicion y caracterizacion de los pulsos

Para caracterizar los pulsos de ecolocalizacidn y hacer las comparaciones entre individuos
de las colonias se consideraron dos parametros de tiempo, medidos en milisegundos (ms);
y cinco parametros de frecuencia, medidos en kilohertzios (kHz), utilizando el protocolo
propuesto por Rizo-Aguilar (2008). Los parametros de tiempo fueron: Duracién (DUR),
midiendo el intervalo de tiempo en el que inicia el pulso y en el que termina (Figura 3, a),
intervalo (INTERV), se midié el lapso entre el inicio de un pulso y el inicio del siguiente
(Figura 3, b). Los parametros de frecuencia fueron: Frecuencia inicial (FINI), donde se tomd
el valor de la frecuencia donde inicia el pulso (Figura 3, c). La frecuencia Final (FFNI), para
ello se tomé el valor de la frecuencia donde termina el pulso (Figura 3, e). Asi como la
frecuencia intermedia (FT/2), tomando el valor de la frecuencia a la mitad del recorrido
temporal del pulso (Figura 3, d). Ademas del ancho de banda (DIFMAXMIN), en el que se

midid la diferencia entre la frecuencia maxima (FINI) y la frecuencia minima (FFNI) del pulso
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(Figura 3, f). La frecuencia de maxima amplitud (FMAXAM), medida en el espectro de
potencia, donde se tomo el valor en el punto en que el pulso alcanza su maxima energia

(Figura 3, g).

El andlisis de las mediciones las realizd una misma persona para evitar variaciones o sesgos
de apreciacién al momento de analizar y medir los pulsos. Y todos los datos obtenidos de
las mediciones de las grabaciones junto con la informacién de cada individuo fueron
almacenados en una base de datos de Excel, que posteriormente se utilizé para realizar los

analisis estadisticos.
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Figura 3. Visualizacion de cémo se midieron los pulsos en el espectrograma; duracién (a),
intervalo (b), frecuencia inicial (c), frecuencia intermedia (d), frecuencia final (e), ancho de

banda (f), y en el espectro de poder; frecuencia de maxima amplitud (g).

Andlisis estadisticos de los pulsos

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar si existen diferencias

significativas entre los promedios de los parametros de los pulsos entre las colonias de

17



maternidad, es decir, variacién geografica. Cada uno de los parametros de tiempo y
frecuencia se consideraron como una variable independiente. Se utilizé un o de 0.05, lo que
nos asegura un 95% de confianza en nuestros resultados (Beaver, Beaver y Mendenhall,
2010). Para cada parametro que el ANOVA arrojé diferencias significativas, se procedié a
realizar un analisis a posteriori mediante una prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni, para comparar los promedios de cada colonia y saber cudles son diferentes

(Thomas, 2009).

También se utilizd un analisis multivariado de varianza, utilizando todos los pardmetros
medidos (la duracidn, el intervalo, la frecuencia inicial, la frecuencia final, la frecuencia
intermedia, la maxima amplitud y el ancho de banda), seguido de un analisis discriminante,
para ilustrar qué tanta diferencia existe entre los grupos (Thomas, 2009). Estos anlisis

estadisticos fueron realizados con el programa Statistica 7 (Stat Soft, 2004).

Para evaluar si existe un efecto de aislamiento por distancia entre los pulsos de
ecolocalizacion se calcularon las distancias de Mahalanobis como una medida de disimilitud
de los pulsos entre las colonias; ademas se midieron las distancias geograficas en kildmetros
entre las colonias de maternidad utilizando Google Earth Pro (2020). Con ambas matrices
de distancias se realizd una prueba de Mantel para estudiar la asociaciéon entre las
disimilitudes de los pulsos y las distancias geograficas de las colonias, utilizando el paquete

Vegan en el programa R (R Core Team, 2019).
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RESULTADOS

De un total de 73 grabaciones Unicamente 58 fueron viables de analizar, 13 de la region
Altiplano, 14 del Noroeste y 31 de la zona Centro-Sur, pues no en todas las grabaciones se
encontraron pulsos éptimos para su medicién, las 58 grabaciones analizadas arrojaron un

total de 442 pulsos medidos (Tabla 1).

Tabla 1. Individuos y pulsos medidos por colonia de maternidad.

COLONIAS DE
MATERNIDAD No. DE GRABACIONES No. DE PULSOS
Tabasco 6 41
Jalpa 7 39
Matalotes 14 112
Agua Fria 15 119
Salitre 16 131
Total 58 442

De acuerdo con el ANOVA realizado, los parametros que mostraron diferencia entre las
colonias de maternidad fueron la frecuencia inicial, la frecuencia final, la frecuencia
intermedia, la duracion, el intervalo y la frecuencia de maxima amplitud (Tabla 2). El dnico
pardmetro que no mostrd diferencias significativas entre los promedios de las colonias fue

el ancho de banda (F=1.25, p=0.30).

Tabla 2. Promedios de los parametros de la estructura de las llamadas de ecolocalizacion

de cada colonia de maternidad y valores de F y P resultantes de los ANOVA.

COLONIAS DE

MATERNIDAD FI FF F1/2P DUR INT DIFMAXMIN FMAXAM
Tabasco 138.7 69.25 92.79 1.54 37.1 69.44 83.7
Jalpa 132.38 67.42 89.63 1.47 46.28 64.95 80.71
Matalotes 122.19 57 73.16 3.39 63.8 65.99 73.68
Agua Fria 99.28 42.53 59.9 2.96 54.31 57.68 55.35
Salitre 111.97 41.81 62.15 3.52 56.24 70.13 57.87
P=0.000006 P=0.00 P=0.00 P=0.00 P=0.000003 P=0.300271 P=0.00
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Las pruebas de Bonferroni, mostraron que para la frecuencia inicial la colonia de Tabasco
presenta mayor diferenciacion con respecto a las otras colonias, presentando las
frecuencias iniciales mas altas, con una media de 138.7 kHz, mientras que Agua Fria tiene
la frecuencia inicial mas baja de 99.28 kHz. Las frecuencias iniciales de Matalotes y Jalpa

muestran valores intermedios de 122.19 y 132.38 kHz en promedio (Figura 4).
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Figura 4. Comparacién de medias para la frecuencia inicial entre las 5 colonias de

maternidad estudiadas.

En cuanto a la frecuencia final, las colonias de Tabasco y Jalpa presentan las frecuencias mas
elevadas de 69.25 y 67.42 kHz en promedio, mientras que las del Salitre y Agua Fria tienen
las frecuencias mas bajas de 42.53 y 41.81 kHz, y la de Matalotes un promedio intermedio

(Figura 5).

La frecuencia a la mitad del pulso presenté resultados similares a la frecuencia final (Figura
6), siendo Agua Fria y El Salitre las frecuencias mas bajas, entre 59.9 y 62.15 kHz y Tabasco
y Jalpa las frecuencias mads altas de 92.79 y 86.63 kHz. La colonia de Matalotes tuvo

frecuencias intermedias (Figura 6).
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Figura 5. Comparacion de medias para la frecuencia final entre las 5 colonias de maternidad

estudiadas.
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Figura 6. Comparacion de medias para la frecuencia a la mitad del pulso entre las 5 colonias

de maternidad estudiadas.
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Del mismo modo, la frecuencia de maxima amplitud también nos muestra este patrén de

diferenciacién entre las colonias (Figura 7).
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Figura 7. Comparacién de medias para la frecuencia de mdaxima amplitud entre las 5

colonias de maternidad estudiadas.

Por otro lado, los parametros de tiempo muestran un patrén distinto. Para la duracion, solo
se forman dos grupos de promedios; uno formado por las colonias de Agua Fria, el Salitre y
Matalotes, que tienen promedios de 2.96, 3.52 y 3.39 ms, respectivamente, mientras que
las de Tabasco y Jalpa tienen una duracidn significativamente mas baja, siendo Jalpa el

menor con 1.57 ms (Figura 8).

En el caso del intervalo podemos observar que la colonia de Matalotes es la de mayor
diferenciacion presentando un intervalo entre pulsos mas alto de 63.8 ms, seguida de Agua
Fria y El Salitre, que tienen un intervalo entre 54.31 y 56.24 ms, mientras que la de Tabasco

presenta un intervalo de 37.1 ms, siendo el menor de todas las colonias (Figura 9).
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Figura 8. Comparacion de medias para la duracién entre las 5 colonias de maternidad

estudiadas.
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Figura 9. Comparacion de medias para el intervalo entre las 5 colonias de maternidad

estudiadas
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Al realizar el andlisis multivariado de varianza se observd una diferencia significativa entre

las colonias de las regiones geograficas (P<0.05), sin embargo, la diferencia entre los pulsos

de las colonias de Agua Fria y El Salitre no fue significativa (F=1.66, P=0.14), asi como las

colonias de Tabasco y Jalpa (F=0.76, P=0.62) (Tabla 3). Esto también se ve reflejado en el

analisis discriminante que mostrd una diferenciacidon entre las colonias y una relacion entre

las colonias de Agua Fria y El Salitre, y entre Tabasco y Jalpa (Figura 10).

Tabla 3. Valores de F de color azul, y valores de P de color marrdn, resultantes del analisis

multivariado y prueba discriminante.

Agua Fria Salitre Matalotes Tabasco Jalpa
Agua Fria 1.66 48.1 72.84 72.585
Salitre 0.14 45.86 74.8 75.15
Matalotes 0.00 0.00 21.89 20.21
Tabasco 0.00 0.00 0.00 0.76
Jalpa 0.00 0.00 0.00 0.62
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Figura 10. Andlisis discriminante para las colonias de maternidad.
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Al obtener las distancias de Mahalanobis podemos observar que las colonias que muestran

mas disimilitud en sus pulsos son Tabasco y El Salitre, con una distancia de 135.3. Por otro

lado, las mas similares son la de Agua Fria y el salitre, con una distancia de 1.7. Mientras

que geograficamente las colonias mas alejadas son la de Matalotes con Agua Fria, con 1108

km de separacién, y las mas cercanas son Jalpa y Tabasco con 26.07 km (Tabla 4). El

resultado de la prueba de Mantel reveld que no hay una asociacion significativa entre las

diferencias acusticas en las sefiales de ecolocalizacion y las distancias geograficas que

separan a los sitios de percha de las colonias de maternidad (r= 0.25, P= 0.14).

Tabla 4. Distancias cuadradas de Mahalanobis de color azul, y distancias geograficas (en km)

entre las colonias de maternidad de color marron.

Agua Fria Salitre Matalotes Tabasco Jalpa
Agua Fria 1.7 52.43 134.17 120.04
Salitre 30.57 48.48 135.31 121.83
Matalotes 1108.43 1082.72 41.14 34.18
Tabasco 549.78 519.89 576.27 1.86
Jalpa 539.37 508.15 596.05 26.07
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron una clara variacion en los pulsos de
ecolocalizacion del murciélago M. velifer, entre las colonias a escala mediana, es decir,
separadas por mas de 500 km de distancia. Tal variacién se reflejé en todos los parametros
medidos a excepcion del ancho de banda que no presentd una diferencia significativa entre
las colonias. Esto puede indicar que M. velifer cuenta con gran flexibilidad en sus pulsos, a
diferencia de lo observado en otra especie de murciélago vespertilionido como
Corynorhinus townsendii, que no presenta diferenciacién en sus pulsos de ecolocalizacion a
causa de la geografia, ni por otros factores como el sexo o la configuracién del habitat

(Estafiol, 2021).

Nuestros resultados son similares a lo observado en M. lucifugus, cuya ecolocalizacién
presenta variaciones significativas, aunque atribuibles a factores diversos (Pearl y Fenton,
1996; Veselka et al., 2013). Pearl y Fenton (1996) reportan variaciones en los pulsos de M.
lucifugus como una forma de especificidad que mejora la comunicacién entre los miembros

de cada colonia, puesto que las colonias estaban separadas por tan solo 500 metros.

En cuanto a la variacién de pulsos a mayor escala (mds de 500 m), Veselka y colaboradores
(2013) estudiaron la influencia de la distancia entre colonias de M. lucifugus registrando
variacion a una distancia mayor a 1000 km de separacion entre las colonias. Este trabajo
reporta algo similar con M. velifer, especie que también presentd variacidon en sus pulsos a
escala grande (distancia mayor a 1000 km de separacion). Esto lo observamos entre las
colonias del estado de Morelos y la colonia de Durango (separadas por alrededor de 1100
km). Sin embargo, hay cierta discordancia al comparar los resultados de la escala mediana
que se definid en el trabajo de Veselka y colaboradores (2013), pues su escala iba desde los
2 hasta los 500 km, lo cual abarca nuestras dos escalas menores que son entre los estados
de Morelos y Zacatecas, con una distancia de poco mas de 500 km, y dentro de las colonias

ubicadas dentro de dichos estados con alrededor de 30 km de separacién.
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Pese a estas observaciones, parte de los resultados se contradicen, pues los datos de
variaciones entre los estados de Zacatecas y Morelos, con una separacion un poco mayor a

500 km muestran que si existe una diferenciacion en los pulsos de M. velifer.

Estos resultados contrastantes para M. lucifugus (Veselka et al., 2013) y los encontrados en
este trabajo para M.velifer (entre Morelos y Zacatecas), podrian deberse a que el factor que
impulsa la variacién en los pulsos en estas dos especies no sea el mismo, porque aunque
haya variacion entre colonias separadas geograficamente, el factor influyente no es
necesariamente la distancia que separa las colonias. Como el caso de Tadarida brasiliensis,
una especie de la familia Molossidae, que a pesar de presentar diferencias significativas en
sus llamadas entre colonias separadas dentro del rango de distribucién de esta especie en
Estados Unidos, la variacién en sus pulsos no se asocié a la distancia geografica, ni a las
condiciones ambientales locales, pero si se sabe que la flexibilidad individual de los
murciélagos de esta especie en respuesta a la interferencia del ruido ambiental en su
entorno puede ser el factor que impulsa tal variacién (Gillam y McCracken, 2007). Por lo
gue a pesar de haber obtenido variacidon entre nuestras colonias, es necesario un estudio
mas detallado que permita identificar las posibles causas de la variacién encontrada, con
analisis acusticos complementarios al espacio de vuelo en las zonas de forraje de esta

especie.

La diferenciacidn geografica encontrada en este estudio puede atribuirse a cuatro factores:

1) La distancia y/o aislamiento geogrdfico. Sin embargo, al realizar la prueba de Mantel y
comparar las distancias cuadradas de Mahalanobis y las distancias geograficas, nuestros
estadisticos muestran que r= 0.25 y P= 0.14, lo que refuta nuestra hipdtesis sobre la

variacion de los pulsos y su relacion a la distancia entre colonias de M. velifer.

2) Tipo de hdbitat. En algunas especies el entorno de vuelo de los individuos es un factor
influyente en la estructura de los pulsos de ecolocalizacion (Jiang, Wu y Feng, 2015; Russo,
Ancillotto y Jones, 2017), ya que dependiendo de la saturacion de la vegetacion o la

presencia de cuerpos de agua, algunas especies como M. nigricans (Kraker et al., 2018) y M.
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macrodactylus (Wang et al., 2014), pueden ajustar dinamicamente sus pulsos para mejorar
la respuesta a los desafios del entorno y ser mas eficientes a los desafios. Ya que en este
trabajo no se considerd la complejidad del drea de vuelo, y la descripcién del habitat donde
se encuentra cada colonia fue escasa, no es posible concluir si el tipo de habitat es
realmente influyente en la variacién de los pulsos de nuestra especie. Por este motivo, se

sugiere que se realicen estudios posteriores donde se tome en cuenta este componente.

3) Firmas vocales de cada colonia o region. La ecolocalizacién también juega un papel
comunicativo importante, ayudando al reconocimiento social de los individuos
pertenecientes a una colonia, como lo sugieren Voigt-Heucke, Taborsky y Dechmann
(2010), y responden de manera diferente al interactuar con individuos pertenecientes a su
colonia y los individuos ajenos a ella (Chen et al., 2016), generando firmas especificas entre
miembros de una misma colonia que ayudan a la interaccién social entre miembros de cada
colonia, como en el caso de M. lucifugus (Pearl y Fenton, 1996). Por lo que es posible que
M. velifer haya generado sus propias firmas especificas ayudando asi a que mejoren la
comunicacion entre los miembros de cada colonia, ya que entre las colonias mas cercanas
(dentro del mismo estado por ejemplo) hay mayor similitud que entre colonias distantes

geograficamente, es decir, entre colonias alejadas entre estados.

Si bien, algunos autores sugieren que no es necesaria una separacion geografica para que
se genere especificidad en la ecolocalizacion de grupos de murciélagos (Chen et al., 2016;
Voigt-Heucke, Taborsky y Dechmann, 2010), sino el hecho de que pertenezcan a grupos
sociales diferentes (Chen et al., 2016; Pearl y Fenton, 1996; Voigt-Heucke, Taborsky y
Dechmann, 2010), por lo que a pesar de que no se tiene la certeza de que entre las colonias
mas cercanas no haya una interaccion entre los miembros de las colonias una vez estando
disueltas estas colonias, es posible que generen firmas especificas entre ellas como entre
estados. Pero a pesar de que entre estas colonias no se haya generado especificidad no se
descarta la posibilidad de que la variacién en M.velifer sea motivada como un distintivo de

los miembros de cada colonia.
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4) Estructura genética y filogeogrdfica, historia evolutiva y especies cripticas. La divergencia
en las frecuencias de los pulsos de ecolocalizacion puede deberse a la presencia de especies
hermanas o de una divergencia evolutiva, como en el caso de Pipistrellus pipistrellus (Jones
y Van Parijs, 1993) que se considerd una misma especie distribuida en toda Europa, pero al
mostrar que sus pulsos caen dentro de dos tipos de frecuencia; una alta frecuencia (cerca
de 55 kHz) y otra baja frecuencia (cerca de 46 kHz), se sugirio que Pipistrellus pipistrellus en

realidad correspondia a dos especies hermanas cripticas (Jones y Van Parijs, 1993).

En el caso de M. velifer, que es claro que presenta tres tipos de frecuencias de maxima
amplitud; frecuencias bajas, cercanas a 55 en el estado de Morelos; frecuencias
intermedias, cercanas a 70 en Durango; y frecuencias altas, cercanas a 80 en Zacatecas
(figura 11), puede sugerir una divergencia genética en la especie por la falta de interaccién
y flujo genético entre las colonias, ya que las frecuencias no solo caen en los extremos con
frecuencias altas y frecuencias bajas, sino que también presenta frecuencias intermedias.
Aunado a esto, la duracidn y el intervalo tienen una disimilitud considerable entre los tres
rangos de separaciéon. Como ocurre con P. pipistrellus que se sugiere que la causa de la
bimodalidad en su ecolocalizacidn puede ser una seleccion disruptiva causada por el tipo

de alimentacion o por una seleccién sexual (Jones y Van Parijs, 1993).

Figura 11. Comparacién visual de los pulsos representativos de M. velifer de los estados de

Morelos (a), Zacatecas (b) y Durango (c) en el espectrograma.

Otro caso similar fue el de Hipposiderus larvatus, en el que con una diferencia en sus
frecuencias pico de mas de 10 kHz y poca diferencia morfolégica se describieron dos
especies cripticas, con una divergencia genética de 12 — 13% (Thabah et al., 2006). No

obstante, se sugiere que la variacién en la ecolocalizacién no es un indicador
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suficientemente confiable para asegurar una divergencia genética y de la historia evolutiva

(Audet, Engstrom y Fenton, 1993; Jones y Van Parijs, 1993; Thabah et al., 2006).

Por ello, en el caso de M. velifer, se requiere de un andlisis molecular para corroborar si
existe estructuracion y diferenciacién genética de las poblaciones que habitan en las
regiones del pais muestreadas, y si esta diferenciacion es suficiente para reconocer especies
distintas. Existen otros casos como el de Rhinolophus sinicus donde a pesar de haber
presentado variaciones significativas en su ecolocalizacion no se correlacioné con una

divergencia genética, sino que es posible que se deba a una deriva cultural (Xie et al., 2017).
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CONCLUSION

De las cinco colonias muestreadas en este trabajo a diferente escala geografica, se
identificaron tres rangos de frecuencia a los que ecolocaliza M. velifer; a una frecuencia baja
cercana a 55 kHz en las colonias de Morelos, a frecuencia intermedia cercana a 70n kHz en

la colonia de Durango y a una frecuenca alta cercana a 80 kHz en las colonias de Zacatecas.

Se observé que la separacién entre colonias influye en la ecolocalizacion de esta especie,
mas no por la distancia en si misma, como se habia supuesto en un principio, sino que es el
aislamiento entre poblaciones lo que podria estar generando la divergencia en los pulsos,
como resultado de una mejora en la comunicacion entre miembros de una colonia, o en su
defecto, de un proceso evolutivo de divergencia como se ha documentado en otras especies
(Jones y Van Parijs, 1993; Thabah et al., 2006). Sin embargo, para poner a prueba esta
hipdtesis es necesario realizar estudios mas profundos utilizando analisis moleculares de
ADN y morfologia geométrica para identificar el principal factor influyente en la divergencia

de la ecolocalizacién de M. velifer.
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