El aporte de la herramienta molecular en la
diferenciacion a nivel especifico: El caso
del género Myaotis (Chiroptera-Mammalia)

en el norte de Buenos Aires y Sur de Entre

Rios

Trabajo Final de Grado de la Alumna

Diana Belén Acosta

El trabajo ha sido presentado como requisito para la obtencién
del titulo de:

LICENCIADO EN GENETICA

Carrera:

Licenciatura en Genética

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales.
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

Pergamino, 3 de diciembre del 2014.



El aporte de la herramienta molecular en la
diferenciacion a nivel especifico: El caso del
genero Myotis (Chiroptera-Mammalia) en el
norte de Buenos Aires y Sur de Entre Rios

Trabajo Final de Grado de la Alumna

Diana Belén Acosta

Director:
Dr. Mariano L. Merino
Co-Director:
Dra. Gabriela P. Fernandez

Carrera:

Licenciatura en Genética

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales.
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

Pergamino, 3 de diciembre del 2014.



El aporte de la herramienta molecular en la
diferenciacion a nivel especifico: El caso del
genero Myotis (Chiroptera-Mammalia) en el norte
de Buenos Aires y Sur de Entre Rios

Trabajo final de grado de la alumna
Diana Belén Acosta
Aprobado por el tribunal evaluador

Ing. Agr. Susana Pistorale Dra. Maria Ayelén Lutz Dra. Maria Inés Catalano

Dr. Mariano L. Merino Dra. Gabriela P. Fernandez

Director Co-Director

Diana Belén Acosta
Alumna

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales.
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

Pergamino, 3 de diciembre del 2014.



Agradecimientos

A Juana, por ser la luz de mis ojos.

A mi familia, fundamentalmente a Ema y mama, por el apoyo incondicional y

esfuerzos realizados para que pueda lograr todos mis suefios.

A todos mis compaferos, que hicieron que los dias de clases se vuelvan en

risas interminables.

A mis directores Mariano y Gabriela, por transmitirme sus conocimientos,

apoyo y fundamentalmente confianza.

A mis hermanos de la familia Rusticiade (Mara, Charly, Lujan y Cecilia), que me
ayudaron en todo momento e hicieron que los dias de mas de 12 horas en el

laboratorio se vuelvan muy divertidos.
A Andrés Lavore, por ayudarme a resolver todas mis dudas en el laboratorio.
A mis compafieros del CeBio, por el apoyo y trabajo brindado.

A Ayelén Lutz, que sin el aporte de sus muestras no podria haber conocido el

maravilloso mundo de los murciélagos.

A Susana Pistorale, por hacer dia a dia que nuestra carrera tan querida esté

mejor, y fundamentalmente por ser una gran persona.



INTRODUGCCION. ....uuureeeseeunnnsnreessssee s e e ssssne e s s s s s s snnne s es s s e e e e e snans 2
1.1 LOS MUICIEIAQOS. ... 2
1.2 Importancia de los murciélagos en los ecosistemas........................... 7
1.3 Familia Vespertilionidae: la mas diversa de Argentina........................ 9
1.4 ElgENEro MYOLiS. ... cuei e e 11
1.5 EI ADN mitocondrial como marcador en estudios filogenéticos........... 15
HIPOTESIS . iiituieiieeeeesueeeernseesnnseeraneeresnsersnnserennsesnsasssnnsnsennnnsenns 18
L0 ] I Y 18
3.1 ObJEtiVO GENEIAL.. .. euieiie e 18
3.2 Objetivos eSPEeCIfiCOS. .....cuiuiiiii i 18
MATERIALES Y METODOS....ccuuiieiereneeeeernrnneserersneseressnsesessesnnnn 20
4.1 Obtencion de laMUESEIA. ........ocuiuiiiei e 20
4.2 EXXracCion de ADN. ... ..o 22
4.3 Amplificacién por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)......... 22
4.4 SECUEBNCIACION. ...ttt e ees 24
4.5 ANALISIS 08 TALOS. . ... . et 24
RESULTADOS. .. cuiiiitieiesrs s s sas s ssr s s s s e s s s s s san s sannnne 27
5.1 Andlisis de la variabilidad genética..............ccccoviiiiiiiiiiiiieen, 27
5.2 AnAlisis filogeNLICOS. ... ...uiiiiii e 28
5.3 Relaciones haplotipiCas. ........cvvuiuieiiiii e 29
DISCUSION....cueteeeeseeeaeeeeessne e e s s sssnss e ee s s sn e s e e es e e e e s e s s ennnnes 32
CONCLUSIONES.......uutieeiiinnrrreessasrrreeesssne e e s s ssnsssnreessssseeeessnans 36
BIBLIOGRAFIA. ..ceeiiiiiiittie e e s e e e s s sn e e 38

RESUMEN .+ttt teeeeeeeenaesasaessasnassnsnasensnaensensnsssasnssensnssensnsensennensen 44



INTRODUCCION



1. Introduccion
1.1 Los murciélagos

Los murciélagos pertenecen al orden Chiroptera (del griego cheir =
mano, y pteron = ala), grupo de mamiferos voladores que comprende 18
familias, con algo mas de 200 géneros y mas de 1100 especies, siendo uno de
los grupos de mamiferos mas diversos y abundantes del mundo. Se estima que
casi la cuarta parte de todas las especies conocidas de mamiferos en el mundo
pertenecen a este orden (Laval y Rodriguez, 2002; Gonzalez y Martinez

Lanfranco, 2010).

El orden Chiroptera se divide en dos subordenes: Megachiroptera y
Microchiroptera. Los Megaquirdpteros (Fig. 1) se distribuyen exclusivamente en
el viejo mundo (Europa, Asia, Africa e Islas circundantes), con 170 especies
pertenecientes a una sola familia, Pteropodidae, integrada por murciélagos de
tamano variado, comprendiendo un rango entre 1,7 kg (género Macroglossus)
a 10 kg (género Pteropus) (Strahan, 1983; Laval y Rodriguez, 2002; Gonzalez

y Martinez Lanfranco, 2010).

Los Microquirépteros (Fig. 2) presentan una distribucion mundial (salvo
en los polos y algunas islas oceanicas), siendo muy abundantes en las
Américas. A este suborden pertenecen cerca de 17 familias conformadas por
930 especies, las cuales varian desde tamafio pequefio a mediano,
comprendiendo valores desde 1,5 g (Craseonycteris thonglongyai) a 200 ¢
(Chieromeles torquatus), aunque podemos encontrar especies excepcionales
con tamafio grande (Neuweiler, 2000; Gonzalez y Martinez Lanfranco, 2010;

Vaughan et al.,, 2011). Cabe resaltar, que este taxdn es muy dinamico en


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego

cuanto a su sistematica, ya que anualmente se descubren y describen nuevas

especies pertenecientes a este suborden (Laval y Rodriguez, 2002).

Los murciélagos son los Unicos mamiferos que han desarrollado un
sistema de vuelo activo, se desplazan mediante vuelo batido, pudiendo
elevarse grandes alturas aun en ausencia de viento, realizando asi
desplazamientos a grandes distancias. Para ello, el ala se abre y se cierra
acompafiando el movimiento del brazo y el antebrazo en cada aleteo (Gonzalez

y Martinez Lanfranco, 2010).

A lo largo de su historia evolutiva, los murciélagos han experimentado un
notable alargamiento de sus huesos, especialmente en los dedos de la mano.
Esta adaptacion es fundamental para la evolucion del vuelo, debido a que
proporciona el apoyo estructural a una doble membrana de piel delgada y
flexible denominada plagiopatagio, asi como a un punto de union de los
musculos, tendones y vasos sanguineos necesarios para mover el ala (Fig. 3),
por lo tanto, el ala se apoya en el miembro superior, el antebrazo y los dedos.
El pulgar (o primer dedo) se extiende libremente desde el ala y sirve de soporte
a una pequefia garra. El segundo dedo y tercer dedo generalmente estan
unidos en el extremo, dejando los dedos cuarto y quinto para mover la
superficie misma del ala. Una diferencia entre estos dos subdérdenes, es que
los megaquirépteros poseen también el segundo dedo libre (Gonzalez y

Martinez Lanfranco, 2010). .

La membrana de vuelo estd compuesta por el quiropatagio, el
propatagio, el plagiopatagio y el uropatagio (Fig. 3). Dependiendo de la especie

y su estilo de vuelo, el uropatagio puede ser muy largo, muy reducido en



tamafo o estar ausente. Todos los murciélagos microquirépteros tienen orejas
bien desarrolladas, que van desde las que apenas se extienden a la altura del
pelo, hasta las enormes cuya longitud es igual al tamafo del cuerpo. En este
suborden, hay dos estructuras dentro de la oreja llamadas trago y antetrago,
gue se utilizan para recibir los ecos (rebotes del sonido) provenientes de la
ecolocalizacion que emite el murciélago. La ecolocalizacién, es un mecanismo
gue utilizan para orientarse y encontrar alimento, en donde al emitir
ultrasonidos a su entorno, incluyendo presas, frutas y flores, reciben ecos que
les suministran tanta informacion como si estuvieran viendo el objeto, aun en la
oscuridad total. En lo que respecta a la hoja nasal, varia sustancialmente de
tamafo y forma entre las diferentes especies (Gonzalez y Martinez Lanfranco,

2010).

Durante el proceso evolutivo, la articulacion de los murciélagos que une
al fémur (en posicion distal) y a la tibia (en porcion proximal), sufrié una
rotacion de 180°, de manera que pueden doblar los miembros inferiores hacia
el frente, contrariamente a lo que sucede en la mayoria de los mamiferos. Esto
es esencial para un animal que cuelga cabeza abajo, porque le permite estar
de frente en la direccion hacia la cual alzara vuelo. Una adaptacion adicional
son los tendones, que mantienen los dedos curvos en una posicion de “agarre”,
de manera que el murciélago pueda estar colgado sin hacer ningan esfuerzo ni
gastar energia. De hecho, algunas veces se pueden encontrar murciélagos

muertos colgados (Gonzalez y Martinez Lanfranco, 2010).

En los machos, los testiculos estan en el escroto solo durante la época
reproductiva, el resto del tiempo son abdominales (por esta razén no son

visibles externamente). Las mamas de las hembras (solo dos en la mayoria de
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las especies) son laterales y estan cercanas a las axilas. Los dientes deciduos
de las crias tienen forma de gancho, para poder aferrarse al pezon de su
madre, que no tiene como sostenerlas por si sola. Generalmente nace una sola
cria y las hembras tienen uno o dos partos a lo largo del afio, dependiendo de
la especie. Las crias al nacer, pesan alrededor de una cuarta o tercera parte
del peso de la madre; a las 6 u 8 semanas pueden volar por si solas (Gonzalez

y Martinez Lanfranco, 2010).

El tipo de denticiébn estda estrechamente relacionado con el habito
alimenticio del murciélago. Con respecto a ésta, se dividen en seis grupos:
insectivoros, carnivoros, piscivoros, nectarivoros, frugivoros y hematofagos.

(Dos Reis et al., 2008).

Segun el tipo de especie, los murciélagos tienden a vivir solitarios o en
colonias, formado por decenas e incluso cientos de ellos. Por ser animales tan
pequefios, son capaces de tener una vida larga; se han registrado edades de

hasta 36 afios (Gonzalez y Martinez Lanfranco, 2010).

Figura 1. Murciélago megaquiréptero (Acerodon jubatus). Tomado de Soria, 2008.



Figura 2. Murci€lago microquiréptero (Corynorthinus townsendii). Tomado de
Harvey et al., 1999.

Propatagio
Propatagium Pulgar / Thumb

2° dedo / finger
3° dedo / finger

4° dedo / finger

Dactilopatagio
Dactilopatagium

5° dedo / finger

Plagiopatagio

Calcar Plagiopatagium

Uropatagio
Uropatagium

Figura 3. Morfologia externa del murciélago. Vista ventral con detalle de las

extremidades anteriores. Tomado de Barquez y Diaz 20009.



1.2 Importancia de los murciélagos en los ecosistemas

En las Ultimas décadas se ha reconocido la importancia de los
murciélagos para los ecosistemas y el hombre. Los murciélagos insectivoros
ejercen una importante actividad reguladora sobre poblaciones de insectos
perjudiciales para la agricultura y para la economia humana, evitando que
algunas especies se conviertan en plagas de cultivos o0 vectores de
enfermedades humanas como malaria y fiebre amarilla, funcionando como

control biolégico (Barquez y Diaz, 2009).

Los murciélagos frugivoros actian como dispersores de semillas ya que
al alimentarse de frutos, las semillas pasan por el tubo digestivo y pueden ser
defecadas en &reas distintas de donde las consumieron. El paso de las mismas
a través del tubo digestivo, activa la capacidad de germinacion, ya que digieren

las capas del tequmento de las semillas (Fernandez, 1997).

Los murciélagos nectarivoros cumplen un importante rol como agentes
polinizadores, ya que al visitar flores e impregnarse con el polen, lo transmiten
a otras flores mediante la deposicion en los estigmas. Esto es el resultado de
un proceso de coevolucion entre las flores y los murciélagos que las polinizan

(Fernandez, 1997).

Los murciélagos hematéfagos, comunmente conocidos con el nombre de
“vampiros”, se distribuyen en tres géneros monoespecificos: Desmodus
rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus youngii (Marinkelle y Goose, 1972).
Son vectores de patdgenos, ya que éstos no son perjudiciales para ellos, pero
si para el hombre. Tal es el caso del protozoario Trypanosoma cruzi (causante

del Mal de Chagas), virus de la rabia y virus del ébola, siendo el mas



emblemético actualmente (Amasino et al., 2003; Manjarrez Hernandez et al.,

2003; Barquez y Diaz, 2009;).

Debido a la alta diversidad de los murciélagos, como al hecho de que
ocupan varios niveles de la cadena alimenticia, los convierte en grandes
reguladores de los procesos ecologicos, especialmente en los bosques
tropicales, por lo que suelen ser utilizados como indicadores de niveles de
disturbio en el habitat, ofreciendo vision descriptiva del estado de conservaciéon

de esos ecosistemas (Barquez y Diaz, 2009).

Debido a su gran vulnerabilidad frente a habitats modificados, como las
bajas tasas de reproduccion, muchas poblaciones de murciélagos se
encuentran en declino, y algunas de ellas en peligro de extincién (Barquez y
Diaz, 2009). Algunos de los factores relacionados con la amenaza de extincion
de estas poblaciones, son el uso de de agroquimicos, el cambio climético, el
creciente aumento de la poblacibn humana, y por ultimo la matanza
indiscriminada debido a las costumbres de algunas especies de usar como
refugio estructuras hechas por los humanos, como por ejemplo los techos de

las viviendas (Laval y Rodriguez, 2002).

Como consecuencia de esto se han desarrollado en los ultimos afios
grupos de investigacion sobre conservacion de murciélagos a lo largo de
Latinoamérica. Por ejemplo en Argentina, se ha creado el Programa de
Conservacion de los Murciélagos de Argentina (PCMA) que forma parte de la
RELCOM (Red Latinoamericana de Conservacion de Murciélagos) y que

incluye todos los programas latinoamericanos, para consolidar objetivos



comunes sobre todo en especies migratorias compartidas entre paises

latinoamericanos (Barquez y Diaz, 2009).

1.3 Familia Vespertilionidae: la méas diversa en Argentina

La Republica Argentina presenta una gran diversidad ambiental, y por
consiguiente, una fauna muy heterogénea de murciélagos, incrementandose de
forma notable a través de los afios. Hasta el momento, Argentina presenta 61
especies de murciélagos distribuidos en cuatro familias: Vespertilionidae,
Noctilionidae, Phyllostomidae, y Molossidae (Barquez et al., 1993; Barquez y

Diaz, 2009).

La familia Vespertilionidae esta distribuida en casi todo el mundo,
abarcando 6 subfamilias, 34 géneros, y 315 especies. En el caso de Argentina,
los vespertilibnidos son uno de los grupos mas diversos, y se encuentran
distribuidos en 5 géneros y 20 especies. Son exclusivamente insectivoros;
algunos de ellos son migratorios, mientras que otros son hibernantes. Tienen
tendencia a ocupar zonas urbanas o suburbanas, viviendas, puentes, fisuras de

edificios y rocas, huecos de los arboles y cuevas (Barquez et al., 1999).

Esta familia incluye especies de tamafo pequefio a mediano, con pesos
gue van desde 5 a 14 g (Coates-Estrada y Estrada, 1986). La cola esta bien
desarrollada y casi totalmente incluida en el uropatagio (Fig. 4). Carecen de
hoja nasal y presentan una gran variacion en el tamafio de las orejas, lo cual es
utilizado como un caréacter diagnostico a nivel de género. El trago esta bien
desarrollado y el antitrago practicamente ausente (Fig. 5). El craneo presenta
un paladar emarginado que separa a los incisivos de cada lado (Diaz y

Barquez, 2002).



Uropatagio

Figura 4. Uropatagios de murciélagos vespertilionidos. La cola del murciélago

se encuentra incluida totalmente en la membrana uropatagio, caracteristica

diferencial de la familia Vesperiolionidae. Diaz et al., 2011.

Quilla dei Rostro
Kee/ Quilia de a oreja
\ / Ear keel

Antitrago
Antitragus

Figura 5. Estructura de rostro y oreja de vespertiliénidos. Tomado de Barquez y

Diaz, 2009.
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1.4 El género Myotis

Dentro de la familia Vespertilionidae, el género Myotis es el méas variado,
con 42 especies distribuidas en todo el mundo, 17 de éstas se encuentran en la
region Neotropical y 10 habitan en Argentina (Laval, 1973; Simmons, 2005;
Larsen et al., 2012). Cinco especies del género son politipicas, entre ellas se
destaca el complejo Myotis levis, conocido vulgarmente como “murcielaguillo
amarillo”. Su nombre especifico fue asignado por |. Geoffroy St.-Hilaire en 1824
y finalmente descrito por La Val en 1973. Su distribucién abarca el sur de

Brasil, sur de Paraguay, Uruguay, Argentina y sur de Bolivia.

Inicialmente, Barquez y col. (1993 y 1999), reconocen que Myotis levis
esta representado por dos subespecies similares y con disposicion alopatricas,
llamadas Myotis levis levis y Myotis levis dinellii. Se distribuyen de manera
desigual, en donde Myotis levis levis se encuentra en el centro y norte de
Buenos Aires, Entre Rios y Misiones, y Myotis levis dinellii en Salta, Jujuy,
Tucumén, Catamarca, La Rioja, San Juan, Mendoza, Neuquén, La Pampa, sur
de Buenos aires, San Luis y Cordoba (Fig. 6). Los refugios naturales son poco
conocidos pero se sabe que es un habitante comun de viviendas, ya sea de

forma solitaria o colonial (Barquez et al., 1993).

Son dificil de distinguir entre si, excepto por caracteres como el tamafio
y coloracién, en donde M. |. levis es mas largo y robusto, con pelos dorsales
bicoloreados, con las bases mas oscuras en color marrén o negro y punta de
los pelos marrén, mientras que M. . dinellii es mas pequefio y las puntas de los
pelos son amarillentas. Ventralmente, ambos presentan pelos oscuros

(Barquez et al., 1999).
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Barquez (2006) en base a las diferencias en la coloracion de los pelos
dorsales y en el ancho zigomatico, reconoce a Myotis dinellii como especie
plena (Miranda et al., 2013). Particularmente, Myotis dinellii presenta las puntas
de los pelos dorsales mas claras, generalmente amarillentas y el ancho
zigomatico menor a 9 mm (Fig. 7), mientras que Myotis levis exhibe las puntas
de los pelos dorsales marrones, y un ancho zigomatico mayor a 9 mm (Fig. 8)
(Barquez y Diaz, 2009). Por otra parte, debido al muestreo mas intenso en
otras regiones de Argentina, se han encontrado nuevas areas de distribucion,
hallandose regiones de simpatria, como en el caso de Buenos Aires y Entre

Rios (Fig. 9).

Miranda y colaboradores (2013), mediante una perspectiva multivariada,
han demostrado la diferenciacion significativa en cuanto a otros caracteres
morfolégicos como ser: longitud del antebrazo, longitud del craneo, coloracién
del pelaje dorsal y ventral, indicando asi la diferenciacion interespecifica entre

Myotis levis y Myotis dinellii.

Debido a la gran intensificacion en los muestreos a campo, tanto en
regiones de simpatria como alopatria de M. levis y M. dinellii, se han podido
encontrar ejemplares con caracteristicas intermedias a las “dos especies”,

dificultando asi la asignacion a un taxén especifico (Lutz, 2014).
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Myotis levis

Figura 6. Distribucién geografica descrita para Myotis levis levis y Myaotis levis

dinellii. Tomado de Barquez et al., 1993.

Figura 7. Vista externa de un ejemplar perteneciente a la especie Myotis

dinellii.
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Figura 8. Vista externa de un ejemplar perteneciente a la especie Myaotis levis.

Figura 9. Distribucién geografica actual propuesta para Myotis levis (A) y Myotis

dinellii (B). Barquez y Diaz, 2009.
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1.5 El ADN mitocondrial como marcador en estudios filogenéticos

El ADN mitocondrial es una molécula circular, cerrada y de doble
cadena, compuesta por 16569 pares de bases (pb) con distinta distribucion en
las dos cadenas (Fig. 10). La cadena pesada esta constituida mayormente por

purinas, mientras que la liviana por pirimidinas (Nufiez Domingo, 2011).

Presenta dos regiones de ADN, una no codificante (region control o D-
loop), que tiene como finalidad la regulacién de la expresion del ADN
mitocondrial, y una regién codificante, que representa el 90% del genoma
mitocondrial, formada por 37 genes, de los cuales 13 codifican para
polipéptidos involucrados en la cadena de fosforilacion oxidativa, mientras que
el resto codifican para 22 moléculas de ARN de transferencia y 2 ARN

ribosomicos (12S y 16S) (Nufiez Domingo, 2011).

El ADN mitocondrial es una molécula ideal para estudiar las relaciones
filogenéticas entre organismos, en particular los muy estrechamente
relacionados. Particularmente en mamiferos, el gen citocromo b codifica para
una proteina que forma parte del complejo Il del sistema de fosforilacion
oxidativa mitocondrial (Hatefi, 1985), posee una tasa evolutiva elevada y a su
vez contiene informacion filogenética tanto a nivel intraespecificos a
intergenéricos. Entre las principales ventajas de su uso, se puede destacar su
mayor tasa de sustitucion que el genoma nuclear, proporcionando una mayor
sefal filogenética, su tamafio efectivo es cuatro veces menor que el de un gen
nuclear, lo que implica que la probabilidad de tener monofilia reciproca entre
dos especies sera mayor con el arbol de un gen mitocondrial que con uno

nuclear y se fijardn nuevos alelos con mayor rapidez, esta presente en un
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ndamero mayor de copias, se puede obtener a partir de muestras biolégicas mas
degradadas y por ultimo, el genoma mitocondrial se hereda como un unico
bloque porque no tiene recombinacion, siendo de gran utilidad ya que la
mayoria de los métodos de reconstruccion filogenética parten de la asuncion de

ausencia de recombinacion (Castro, 2012).

Cadena
Pesada

Cadena
Liviana

Genes codificadores de proteinas
Genes ARNr

- Genes ARNt

Region no codificante

Figura 10. Estructura del ADN mitocondrial. Visualizacion de las cadenas
pesada y liviana, como asi también de las regiones codificantes y no

codificantes, con sus respectivos genes.
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IPOTESIS Y OBJETIVOS



2. Hipotesis

La hipotesis que se pone a prueba en este trabajo es que Myotis levis y

Myotis dinellii son especies plenas.

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Caracterizar la variabilidad genética en base al marcador molecular
citocromo b para una muestra de ejemplares asignados a las especies Myotis

levis y Myotis dinellii.

3.2 Objetivos especificos

- Analizar la variabilidad de las secuencias de obtenidas para el gen del

citocromo b mitocondrial.

- Realizar la asignaciéon taxondémica de los individuos de Myotis levis y
Myotis dinellii (Orden Chiroptera) colectados en el Norte de Buenos Aires y Sur
de Entre Rios, a partir del analisis de secuencias para el gen del citocromo b

mitocondrial.
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MATERIALES Y METODOS
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4. Materiales y Métodos

4.1 Obtencion de la muestra

Las muestras provienen de dos poblaciones pertenecientes a la Reserva
“El Destino” (Partido de Magdalena, Buenos Aires) y “Quinta Arco Iris”
(Departamento Islas del Ibicuy, Entre Rios) colectados durante la tesis doctoral
de la Dra Ayelén Lutz (Lutz, 2014) (Fig. 11).

La Reserva “El Destino” se encuentra dentro de los limites del Parque
Costero del Sur, declarado por la UNESCO como reserva de Biosfera (35°08’S;
57°23’0) ubicada en el partido de Magdalena a 15 km de la ciudad cabecera.
Esta reserva privada se establece en la estancia del mismo nombre y es
administrada por la Fundacion Elsa Shaw de Pearson. Estd comprendida por
varias edificaciones, en donde se pudieron colectar varios ejemplares de
murciélagos, principalmente en una habitacion que era usada como lugar de
guema de basura (Lutz, 2014).

El departamento de Islas del Ibicuy se ubica en el extremo sudeste de la
provincia de Entre Rios y comprende 4500 km2. Segun los datos del censo de
2010 es el departamento con menor densidad de la provincia (INDEC, 2012).
Tiene un escaso desarrollo urbano, por contraposicion, el porcentaje de la
poblacién rural es alto. La quinta “Arco Iris” (33°47’S; 58°32’0) tiene una
superficie de 40 hectareas en donde se ubica un galpon. Algunos ejemplares
fueron capturados dentro de la construccion, mientras que otros se capturaron
con redes ubicadas a corta distancia de esa habitacion (Lutz, 2014).

A los murciélagos capturados (n=16; 8 de cada localidad de estudio) se
les tom6 muestras de musculo y testiculos, conservandolas en alcohol 70° y

por ultimo fueron marcados antes de ser liberados con una aguja de tatuaje de
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once puntas, generando una cicatriz clara en el ala, permitiendo asi registrar
las recapturas.

De los ocho individuos colectados en el Partido de Magdalena, cinco de
ellos fueron caracterizados como M. dinellii y tres como M. levis, mientras que
en el Departamento lIslas del Ibicuy, se identificaron cuatro ejemplares
pertenecientes a la especie M. levis y cuatro a M. dinellii.

Las muestras se encuentran almacenadas en el Centro de

Bioinvestigaciones de la UNNOBA.

Departamento Islas
dellbicuy, Entre Rios
(Quinta Arco Iris)

Partido de Magdalena,
Buenos Aires
(Reserva “ElDestino”)

Figura 11. Regién geografica de colecta de muestra. En la parte superior se
visualiza el Departamento Islas del Ibicuy (Entre Rios), y en la inferior el Partido

de Magdalena (Buenos Aires).

4.2 Extraccion de ADN
El ADN de las muestras de tejido fue obtenido mediante el protocolo de

extraccion de ADN con Sal (NaCl), y en los casos donde la técnica no fue

21



eficiente (n= 9), se procedio al protocolo de extraccion con Fenol Cloroformo-
Alcohol isoamilico (Medrano et al., 1990; Sambrook y Russel, 2001).

Para verificar la eficiencia en la extraccion de ADN, se utilizé la técnica
de electroforesis en gel de agarosa 1% (1 g de agarosa/ 100 ml de TBE) tefiido
con bromuro de etidio, a 100 volts durante 40 minutos, y finalmente visualizado
bajo luz ultravioleta. Las muestras se sembraron junto con el buffer de siembra
DNA Dye (EZ-Vision Three, Amresco) con el fin de poder divisar el frente de

corrida.

4.3 Amplificacién por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

Para cada muestra se amplific6 un fragmento de 649 pb del gen
citocromo b mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (Stadelmann et
al., 2004). Los primers utilizados fueron:

Forward: 5° GCAAGCTTCTACCATGAGGACAAATATC 3

Reverse: 5" AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC 3

La PCR se preparé en un volumen final de 20ul, conteniendo 25-100 ng
de ADN, CI2Mg 1,5 mM, primer forward 0,2uM, primer reverse 0,2uM, dNTPs
0,2mM, buffer de reaccion 1X, Tag T-Plus DNA polimerasa (INBIO) 0,5U y

agua estéril ultrapura.

Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos: 94°C
durante 45 segundos, 45°C durante 45 segundos y 74°C durante 45 segundos;

con un ciclo final de extensién a 74°C durante 5.
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El termociclador utilizado para llevar a cabo las reacciones de PCR fue

el Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology CO., LTD).

Los resultados de las amplificaciones fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio y visualizado
mediante luz ultravioleta. Las muestras se sembraron con el buffer de siembra
DNA Dye (EZ-Visio Three, Amresco). Como parametro de tamafo de los
fragmentos obtenidos, se uso un marcador de peso molecular de 100 pb (PB-
L) (Fig. 12).

La cuantificacion de ADN para cada fragmento amplificado se realizé
usando el programa ImageJ (Abramoff et al., 2004).

Los productos amplificados fueron purificados utilizando 10U de
Exonucleasa | (Thermo Scientific) y 1U de FastAP Fofatasa alcalina
termosensible (Thermo Scientific) incubadas a 37°C por 15 minutos y luego a

85°C por otros 15 minutos para detener la reaccion.

500 pb

Figura 12. Determinacion del tamafio de los fragmentos amplificados por PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa (1%). Calle izquierda: marcador
molecular (100 pb). Calles restantes: bandas de 649 pb correspondientes a los

fragmentos amplificados.
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4.4 Secuenciacion

Los productos de PCR fueron secuenciados a través del secuenciador
automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems) por la empresa MACROGEN

(Corea) mediante secuenciacion estandar (Standard-seq single).

45 Analisis de los datos

Las secuencias nucleotidicas obtenidas para el fragmento génico de
interés fueron visualizadas y corregidas mediante el programa Chromas Lite

2.1.1 (www.technelysium.com.au). Una vez editadas las secuencias fueron

alineadas utilizando la herramienta Clustalw disponible en el programa MEGA
6.0 (Tamura et al., 2013).

El niumero de sitios variables (polimérficos), singletons y haplotipos, asi
como la diversidad nucleotidica y haplotipica, se calculé usando el programa
informatico DNASP5 (Librado y Rozas, 2009).

A partir del alineamiento se generaron arboles filogenéticos mediante
dos metodologias de reconstruccion filogenética, neighbor joining (NJ) vy
maxima verosimilitud (MV) bajo el modelo Tamura-Nei, empleando las
opciones recomendadas por el programa MEGA6 (Tamura et al.,, 2013). La
determinacion de los limites de confianza para moncfilia de cada nodo, se
realizo a través de un andlisis de bootstrap con 1000 réplicas (Felsenstein,

1985).

Para el andlisis filogenético, ademas del las 16 secuencias obtenidas, se
utilizaron dos secuencias del citocromo b obtenidas del banco de datos
genéticos GenBank. Una de ellas correspondiente a la especie Myaotis levis, fue

utilizada como secuencia nucleotidica de referencia, y la otra a Myotis riparius,
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fue utilizada como outgrup, La elecciéon de esta Gltima como grupo externo se
basa en que es una especie claramente diferenciada del grupo interno, que se
distribuye en Argentina, Uruguay y Paraguay, y se la encuentra tanto en
simpatria como en alopatria con las especies de interés (Laval y Rodriguez,

2002).

Para determinar las relaciones haplotipicas se utilizé el algoritmo Median
Joining (Bandelt et al.,, 1999) a través del programa Network 4.6.1.2.

(www.fluxus-engineering.com).
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Resultados
5.1 Anélisis de la variabilidad genética

El analisis mediante el programa informatico DNASP5 de los 649 pb
del gen citocromo b para las 16 muestras, mas a la secuencia de Myotis
levis de GenBank, arrojé un valor de 4 sitios variables (polimérficos) de los
cuales dos se encuentran en las muestras en estudio y dos en M. levis de
referencia. De todos ellos, 3 fueron sitios de mutacion Unica (singleton).

A su vez, el programa DNASPS5 los agrup6 en 4 haplotipos, en donde
los haplotipos 1, 2 y 3 abarcan a las muestras objetivo y el haplotipo 4 a M.
levis de GenBank (Tabla 1). La diversidad haplotipica (Hd) fue de 0,419,
con una varianza de 0,01996 y desvio estandar de 0,141. La diversidad
nucleotidica (Pi) fue de 0,00088, mientras que el numero medio de
diferencias nucleotidicas (k) fue de 0,574.

Con la inclusion de M. riparius al grupo de secuencias, se generd un
nuevo haplotipo (Hpl5) (Tabla 1). ElI numero medio de diferencias
nucleotidicas obtenido para este set de secuencias aumentd en un orden de
magnitud (k=8,307) dada la gran cantidad de mutaciones que diferencian la

secuencia de M. riparius de las del ingroup (n = 64) (Fig. 14).



Tabla 1. Haplotipos obtenidos a partir del fragmento de citocomo b

analizado (649 pb) para las secuencias de M. levis, M. dinellii y el grupo

externo M. riparius; ER: Entre Rios, BA: Buenos Aires.

N2 de
Haplotipos | secuencias Identificacion de las secuencias

Hpl1 1 061_M. dinellii_ER
085_M. levis ER, 114_M. levis ER, 149_M. levis BA, 160_M.

Hpl2 13 dinellii BA, 165_M. levis BA, 113_M. dinellii ER, 131_M. dinellii
BA, 135_M. dinellii BA, 151_M. levis BA, 155_ M. levis ER,
166_M. levis ER, 174 _M. dinellii ER, 177 _M. dinellii ER

Hpl3 2 123_M. dinellii BA, 137_M. dinellii BA

Hpl4 1 M. levis GenBank

Hpl5 1 M. riparius

5.2 Anélisis filogenético

Los arboles filogenéticos obtenidos por las metodologias neighbor

joining (NJ) y maxima verosimilitud (MV) fueron de idéntica topologia, por ello

s6lo mostramos los resultados obtenidos a través de NJ (Fig. 13). Como puede

visualizarse en la imagen, las secuencias fueron divididas en dos grupos, uno

de ellos comprende a las muestras estudiadas junto con M. levis de referencia,

mientras que el otro grupo incluye solo a M. riparius. Cabe resaltar, que dentro

del primer grupo se observaron a su vez 2 subclados correspondientes a los

haplotipos 3y 4.
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Figura 13. Arbol filogenético obtenido a partir del fragmento de citocomo b
analizado (649 pb) para las secuencias de M. levis, M. dinellii y el grupo
externo M. riparius, ER: Entre Rios; BA: Buenos Aires., mediante el método
de neighbor joining.

5.3 Relaciones haplotipicas

Como se menciond anteriormente, a partir de las 18 secuencias
analizadas se obtuvieron 5 haplotipos (Fig. 14). En la red de haplotipos puede
observarse un bajo nimero de haplotipos (baja variabilidad genética para el
marcador utilizado) asi como baja diferenciacién entre ellos: s6lo una mutacién

con respecto al haplotipo ancestral (H2). Por otra parte puede verse un Unico
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haplotipo central compartido por ambas especies (H2) y algunos haplotipos

exclusivos de una u otra especie (H1, H3 y H4) lo que indica un bajo nivel de

diferenciacion entre M. levis y M. dinelli. EI gran namero de diferencias

nucleotidicas encontrado entre las especies del ingroup con respecto a M.

riparius (n=64) apoya la gran divergencia filogenética entre las mismas.
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Figura 14. Relaciones haplotipicas obtenidas a partir del fragmento de
citocromo b analizado (649 pb) para las especies Myotis levis, M. dinelli y la
especie tomada como grupo externo (M. riparius). El tamafio de los circulos
es proporcional a la frecuencia haplotipica, los colores indican las especies

y los numeros sobre las ramas sefialan el nUmero de mutaciones entre los

haplotipos
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6 Discusion

La especie Myotis levis, fue descrita originalmente por Laval (1973), y se
caracterizo por la presencia de dos subespecies denominadas Myotis levis levis
y Myotis levis dinellii, que diferian tanto en su distribuciéon espacial como en
caracteres morfolégicos (tamafio y coloracion).

Posteriormete, Barquez (2006) elevo de categoria taxonOmica a Myotis
dinelllii, dejando asi su rol de subespecie para transformarse en especie plena,
en base a diferencias en la coloracién del pelaje y tamafio del ancho
zigomatico. Ademas, en los Ultimos afos debido al intenso muestreo en
diversas regiones, se han encontrado nuevas areas de distribucion de ambas
especies, encontrandose sectores comunes a las especies, produciendo una
especiacion simpatrica. Pero, a pesar de las discrepancias entre los
ejemplares, se han encontrado individuos con caracteristicas intermedias entre
las “dos especies”. Por ello, el objeto del trabajo de investigacion es comparar
la diversidad genética en base al marcador molecular citocromo b entre
ejemplares asignados como Myotis levis y Myotis dinellii, en dos regiones de
simpatria: Reserva “El Destino” (Partido de Magdalena, Buenos Aires) y
“‘Quinta Arco Iris” (Departamento Islas del Ibicuy, Entre Rios), para poder

corroborar la hipotesis de que son especies plenas.

El trabajo realizado nos brinda un panorama de la variabilidad presente
en las secuencias nucleotidicas del marcador molecular citocromo b, en las

especies Myotis levis y Myotis dinellii.

Las 16 secuencias analizadas de los individuos de M. levis y M. dinellii
en las dos poblaciones estudiadas (Partido de Magdalena y Departamento Islas

del Ibicuy) se agruparon en 3 haplotipos (Hpll, Hpl2, Hpl3), presentando un
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reducido grado de polimorfismo y baja diferenciacion entre ellas, como asi
también en comparacion con la secuencia de Myotis levis de referencia
(GenBank). Estudios previos determinaron que se requiere un valor mayor o
igual a 5% para el valor de nimero medio de diferencias nucleotidicas (k) para
determinar la divergencia interespecifica, a partir del marcador molecular
citocromo b (Larsen et al.,, 2012). Para la muestra analizada en el presente
estudio se obtuvo un valor menor (k=0,574), sugiriendo la identidad genética
de las especies. En contraposicion, cuando se las compar6 con Myotis riparius,
se obtuvo un numero medio de divergencias nucleotidicas mayor a 5%
(k=8,307), verificando asi la divergencia filogenética (esperada) con el grupo

externo.

A su vez, se obtuvo un haplotipo (Hpl 2) representado por la mayoria de
los individuos estudiados (n=13), pertenecientes tanto a las dos especies,

como a las dos poblaciones en estudio.

En el estudio de los arboles filogenéticos, tanto neighbor joining (NJ)
como maxima verosimilitud (MV), contemplaron dos grupos bien definidos, de
los cuales uno contiene a M. riparius y el otro engloba a las restantes 17
secuencias. Este andlisis ratifica los resultados obtenidos a partir de las
relaciones haplotipicas (recuperadas a partir de parsimonia), ya que no
identifica diferencias significativas entre las 16 muestras en estudio (mas la
secuencia de M. levis de referencia), colocandolas en un clado unico. Esto
también confirma la baja diferenciacion entre los individuos muestreados como

M. levis y M. dinellii en las dos poblaciones analizadas.
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Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por Barquez
(2006) y Miranda (2013), desde un analisis morfolégico, los mismos son
discordantes ya que las diferencias marcadas por estos autores no fueron
detectadas en el analisis realizado. Por el contrario, nuestros resultados
muestran una baja diferenciacion entre los ejemplares asignados a Myatis levis
y Myotis dinelli. Posiblemente un andlisis genético mas exhaustivo (por
ejemplo utilizando el gen citocromo b completo), puede echar luz sobre las

divergencias que sostienen este aspecto sistematico.
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7 Conclusiones

En el presente trabajo no se observan las divergencias genéticas
esperadas para los individuos asignados en base a caracteres morfologicos

como Myotis levis y Myotis dinellii en dos regiones de simpatria.

En los resultados obtenidos se observo una baja diferenciacion en los
645 pb del gen citocromo b en las secuencias bajo estudio, como asi también
un nimero bajo de haplotipos compartidos entre los individuos previamente

identificados como Myotis levis y Myotis dinellii.

De esta forma las evidencias moleculares no apoyan la hipotesis
planteada a partir de datos morfologicos, en la cual Myotis levis y Myotis dinellii

serian especies plenas.

Asimismo se requieren estudios futuros para avanzar en la
diferenciacion de estas especies, en donde una via posible es el analisis de la
secuencia completa del gen de citocromo b (1440 pb), como asi también el
estudio de secuencias de ADN en individuos de M. levis y M. dinelli

pertenecientes a otras regiones de simpatria o alopatria.
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9 Resumen

Los murciélagos pertenecen al orden Chiroptera y es considerado uno
de los mamiferos mas diverso y abundante del mundo. En las ultimas décadas
se ha comenzado a reconocer su importancia para los ecosistemas y el
hombre. ElI género Myotis, correspondiente a la familia Vespertilionidae,
presenta cerca de 42 especies distribuidas en todo el mundo, siendo 10 las
gue habitan en Argentina. Cinco especies del género son politipicas vy, entre
ellas se destaca Myaotis levis, que se distribuye en el sureste de Brasil, Uruguay
y Argentina. Originalmente se propuso la designacién de M. levis dinellii como
una subespecie de M. levis debido a su distribucion alopatrica. Posteriormente,
M. dinellii y M. levis se consideraron especies plenas en base a caracteristicas
morfolOgicas y, mas recientemente, se han descripto zonas de simpatria como
el norte de la provincia de Buenos Aires y el sur de Entre Rios. El objetivo del
presente trabajo es evaluar posibles diferencias a nivel molecular, en individuos
asignados en base a caracteristicas morfologicas, a las dos especies de Myotis
(M. levis y M. dinellii) en dos areas de simpatria, para constatar la hipotesis de
que M. levis y M. dinellii son especies plenas. Para ello, se analizaron 16
muestras de tejido obtenidas a partir de individuos provenientes de las
siguientes poblaciones: Reserva “El Destino” (Partido de Magdalena, Buenos
Aires) y “Quinta Arco Iris” (Departamento Islas del Ibicuy, Entre Rios), para los
gue fue secuenciado una region de 649 pares de bases (pb) del gen
mitocondrial del Citocromo b. Para la inferencia filogenética se utilizaron
secuencias tomadas del GenBank de M. levis, como asi también de Myotis
riparius (especie que se encuentra en alopatria y simpatria a las especies de

interés). Para el set de secuencias obtenidas se observaron 4 sitios variables

44



(polimorficos), y 5 haplotipos. En el caso de la reconstruccion filogenética se
produjeron dos grupos, uno estad representado por todos los individuos
previamente identificados como M. levis y M. dinellii, mientras que el otro esta
formado por M. riparius. De esta forma las evidencias moleculares no apoyan la
hipo6tesis planteada a partir de datos morfoldgicos, en la cual Myotis levis y

Myotis dinellii serian especies plenas.
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