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Resumen

En este informe se registraron las actividades realizadas entre septiembre de 2010
y abril de 2014. Durante este periodo, se realizaron 8 salidas de campo a Isla
Partida Norte en las que se colectaron 200 muestras de heces de Myotis vivesi
con el fin de analizar su contenido de metabolitos de testosterona en los machos,
y de estrégeno (estradiol) y progesterona en las hembras. Estas colectas se
hicieron para describir la actividad reproductiva de la especie. Ademas, se hicieron
4 salidas de campo adicionales a esta isla en diciembre de 2012, en julio y octubre
de 2013, y en abril de 2014 para realizar pruebas de respuesta inmune en 114
individuos. Se colectaron 176 muestras de membrana alar de M. vivesi en 6 islas
en el Golfo de California para su andlisis del ADN mitocondrial. Se visitaron 19
islas, de las cuales en 12 se encontraron colonias de maternidad de M. vivesiy en
7 no se encontraron individuos de esta especie. Como parte de este informe se
incluye una descripcion de la especie y de su historia natural. El informe contiene
cuatro anexos con mapas Yy sus metadatos que describen los siguientes aspectos
de M. vivesi: 1) los sitios en que se colectaron muestras de membrana alar, 2) los
sitios en que se encontraron colonias de maternidad, 3) los sitios en que se ha
reportado histéricamente su presencia, y 4) los sitios en que hemos encontrado
colonias entre 2000-2011. Se presenta informacion sobre la biologia reproductiva
de la especie (metabolitos hormonales y registro de colonias de maternidad), y su
distribucion geografica historica y actual. Se presenta el informe de los resultados
moleculares, y de la aplicacion del MER con la especie de estudio, asi como un
anexo de los individuos de M. vivesi marcados en nuestro estudio. Por ultimo, se

presentan los resultados de las medidas de respuesta inmune.



Introduccién

México estd considerado como un area importante para la conservacion de la
diversidad bioldgica en el mundo porque contiene un gran nimero de especies y
altos niveles de endemismo (Alvarez et al. 2014). Entre los vertebrados
mexicanos, los mamiferos presentan niveles significativos de endemismo (32%),
con 20% de las especies localizadas unicamente en islas (Ceballos y Rodriguez
1993). Las especies endémicas insulares son particularmente vulnerables a la
invasion de especies exoticas y a la pérdida de habitat, y demandan esfuerzos de
conservacion especiales. Por ejemplo, 80% de las extinciones de mamiferos
endémicos mexicanos ha ocurrido en islas (Ceballos y Navarro 1991).

Cerca de 10% (14 spp.) de los mamiferos endémicos de México son
murciélagos, con unas cuantas especies restringidas a islas. Myotis vivesi
(Vespertilionidae) se encuentra Unicamente en las islas del Golfo de California.
Esta especie de murciélago es considerada como rara, con unas pocas colonias y
un tamafo poblacional aparentemente en disminucion (Ceballos y Navarro 1991)
por lo que se considera como vulnerable por la International Union for the
Conservation of Nature (IUCN; Arroyo-Cabrales y Alvarez Castafieda 2008) y
como en peligro de extincion por la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT
2010).

A pesar de ser una especie endémica de México, se conoce poco sobre su
biologia, ecologia y estado de conservacion. Por ejemplo, el Unico estudio sobre la
ecologia y biologia de esta especie fue realizado hace mas de 40 afios (Maya
1968). En dicho estudio se hace una estimacion del tamafio de la poblacion en Isla

Partida Norte y de su composicién por sexos y edades durante la temporada de



reproduccion. También se presenta informacion parcial de sus habitos alimentarios
correspondientes a unos pocos meses del afio. Por ultimo, se hace un listado de
algunos sitios donde se presenta la especie en el area. Ademas de este trabajo,
existen algunos estudios sobre algunos aspectos morfoldgicos y fisiol6gicos
relacionados con sus habitos de alimentacion, asi como reportes anecdaéticos de
su forma de forrajeo y del efecto de algunas especies introducidas de roedores
(Blood y Clark 1998).

Desde 1999 iniciamos un proyecto con el fin de aportar informacién reciente
sobre diversos aspectos de la biologia de esta especie. Durante estos afios hemos
obtenido informacion de campo sobre su distribuciéon geografica actual, el tamafio
y la composicion de la poblacion en Isla Partida Norte, el nivel de diversidad
genética de la especie utilizando marcadores nucleares y mitocondriales, la
presencia de especies de ratas y gatos introducidos en algunas islas que pudieran
afectar la presencia del murciélago pescador, la variacion de los habitos
alimentarios a lo largo del afio mediante la combinacién de métodos tradicionales
y del andlisis de is6topos estables, y su histologia reproductiva.

A partir de nuestro trabajo de campo hemos encontrado que (a) la especie
presenta colonias en varias islas del Golfo de California, aunque aparentemente
ha desaparecido de algunos lugares donde se le reporta histéricamente (Flores-
Martinez 2005); (b) que la poblacion de Isla Partida Norte mantiene un tamafio
similar al reportado por Maya hace casi 40 afios (Flores-Martinez 2005, Flores-
Martinez et al. 2005); (c) que la especie mantiene niveles de diversidad genética
similares a los de especies de murciélagos que no estan en peligro de extincion

(Flores-Martinez 2005, 2009, Flores-Martinez et al. 2005, Floyd et al. 2010); y (d)



gue existe presencia de ratas introducidas en algunas islas donde no se
encontraron colonias de murciélago pescador o en islas donde aun existen
poblaciones de esta especie (Flores-Martinez y Herrera, datos no publicados).
Si bien nuestros hallazgos de una elevada diversidad genética son alentadores
para la conservacion de la especie, en este estudio analizamos la diversidad
genética en muestras colectadas recientemente.

En cuanto a la biologia reproductiva de M. vivesi, existe informacion basada
en el estudio de los cambios estacionales en la histologia del sistema reproductivo
de machos y hembras en Isla Partida Norte (la isla con la colonia mas grande de
esta especie). Debido a que los estudios histolégicos requieren del sacrificio del
animal, las observaciones se reducen a unos cuantos individuos por lo que es
necesario una técnica menos invasiva que permita hacer inferencias a nivel
poblacional. El estudiar la endocrinologia reproductiva de esta especie nos
permitiria describir su patrén reproductivo con una metodologia facil de
implementar y que no afecta a los organismos. Para cumplir con este objetivo se
midieron los niveles de los metabolitos de testosterona en los machos, y de
estrogenos (estradiol) y progesterona (20-oxopregnona) en las hembras de
distintas temporadas del afio. En las hembras, la concentracion de los metabolitos
del estrogeno llega al maximo nivel durante el desarrollo folicular e indica la
presencia de ovulacién, mientras que el aumento de los metabolitos de la
progesterona indica la preparacion del endometrio para la implantacién del
embrion. En los machos, los niveles de testosterona aumentan durante la

produccion de esperma.



Como parte de nuestro trabajo sobre la distribucion geografica de la
especie, hemos registrados 8 sitios de maternidad. Esta informacion es muy
importante porque la especie es altamente vulnerable a la presencia de fauna
introducida debido a sus habitos de anidamiento. Con este estudio pretendemos
complementar estos registros debido a que, de 30 islas que hemos visitado,
solamente 9 de estas visitas ocurrieron en el periodo en que las hembras tienen
sus crias (primavera-verano). En total se tienen registros historicos de la presencia
de murciélago pescador en 49 islas, islotes y areas costeras continentales, por lo
gue el conocimiento de la distribucion geografica de las colonias de maternidad es
muy preliminar y requiere de mas trabajo de campo.

El embarazo y lactancia representan los periodos energéticamente mas
exigentes del ciclo de vida de las hembras (Thompson y Nicoll, 1986; Speakman
2000). Para sobrevivir, los animales deben ser capaces de generar respuestas
inmunes para resistir enfermedades que pueden ser mortales. Sin embargo, el
montaje de una respuesta inmune requiere de una inversion sustancial de energia
(Demas et al. 1997, Derting y Compton 2003). Algunos estudios han encontrado
apoyo para la idea de la existencia de un equilibrio entre la reproduccion y la
respuesta inmune, donde la actividad inmunolégica se reduce durante el periodo
reproductivo. Por ejemplo, las hembras lactantes y gestantes de una especie de
hamster (Phodopus sungorus) tuvieron menores respuestas de anticuerpos en
comparacién con las hembras nuliparas (Drazen et al. 2003). Del mismo modo, el
grado de fiebre inducida por la inyeccion de un antigeno inerte de Escherichia coli
(LPS) en ratas (Rattus rattus) gestantes y lactantes se redujo en comparacion con

los animales virgenes (Martin et al. 1995). En especies de aves paseriformes



(Parus major) la respuestas inmune celular disminuy6 a medida que avanzaba la
temporada de cria (Dubiec y Cichon 2005). En contraste, las hembras gestantes
de murciélagos (Myotis myotis) tuvieron una respuesta inmune celular mas deébil
gue las hembras no reproductoras pero la respuesta aumentd progresivamente a
lo largo de la gestacion, alcanzando un maximo durante la lactancia (Christe et al.
2000). Un aumento similar en la capacidad de la respuesta inmune se observo en
las hembras lactantes de una especie de topo (Lasiopodomys brandtii) a pesar del
alto costo energético de la lactancia (Xu et al. 2012).

Los factores que determinan el éxito reproductivo para machos y hembras
son diferentes, donde generalmente las hembras invierten mayor esfuerzo
energético en alcanzar mayor longevidad que los machos, para asi presentar
varios eventos reproductivos a lo largo de la vida y alcanzar un mayor éxito
reproductivo (Nunn et al. 2009, Rolff 2002). De esta manera, las diferentes
estrategias reproductivas de machos y hembras conllevarian a respuestas
inmunes distintas, donde se espera que las hembras presenten mayores
respuestas inmunes que los machos (Schulenburg et al. 2009, Rolff 2002). La
idea de una compensacion de la actividad inmunoldgica y otras funciones vitales
dictadas por el sexo ha sido recientemente evaluada con resultados contrastantes,
pero ilustrativos de la complejidad de esta relacion. Un estudio con alondras
(Alauda arvensis) demostro que la respuesta inmune en individuos en libertad
varia en relacion con la actividad reproductiva pero no difiere entre sexos
(Hegemann et al. 2012a). En contraste, un estudio con alondras sometidas a un
reto inmunoldgico al inyectarles LPS demostré que la respuesta inmune no difiere

a lo largo del afio ni entre sexos (Hegemann et al. 2012b). Estos estudios indican



gue la respuesta inmune puede significar un proceso esencial para la
supervivencia de ciertas especies en cada etapa del ciclo anual de manera que no
sacrifican esta forma costosa de la defensa con otras exigencias de vida. Asi, la
relacion entre la actividad inmunoldgica y la reproduccion puede ser mas compleja
de lo que la teoria de historias de vida predice.

En este estudio se midi6 la respuesta inmune de M. vivesi a lo largo del
afo. La actividad reproductiva de esta especie inicia en el invierno con el
apareamiento y finaliza con la prefiez y la lactancia en primavera-verano
(Carmona Maldonado 2007). Por tanto, el conflicto para mantener una respuesta
inmune adecuada varia a lo largo del afio en esta especie en un ambiente donde
los recursos son limitados. Esta especie de murciélago ha padecido una extensiva
pérdida de poliformismo en el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) como
una consecuencia de su distribucién geogréfica limitada (Richman et al. 2010), lo
cual significa que el murciélago pescador es potencialmente vulnerable a cambios
locales en su ambiente. En comparacion con una especie continental del mismo
género, el murciélago pescador presenta una menor diversidad de ectoparasitos y
un menor polimorfismo de los genes de la clase Il del CMH (Richman et al. 2010).
Los genes de la clase Il del MH estan involucrados en la respuesta inmune
adaptativa, principalmente en relacién con la respuesta frente a la presencia de
patdgenos extracelulares (e.g., bacterias extracelulares). Al igual que en otros
grupos de vertebrados (Oliver et al. 2009), es probable que la heterogeneidad del
CMH en M. vivesi sea en parte resultado de la presion evolutiva ejercida por la
abundancia de endopardsitos y ectoparasitos. Sin embargo, no hay informacién

suficiente para especificar el factor de seleccion especifico para M. vivesi. Los



animales han desarrollado complejas respuestas fisioldgicas para resistir o
eliminar patdgenos, las cuales se clasifican en innatas y adquiridas (o adaptativas;
Muehlenbein 2010). En general, las respuestas innatas son relativamente rapidas
y no especificas, y sirven como la linea inicial de defensa contra los patdgenos
invasores. La respuesta inmune adquirida involucra respuestas mas lentas a
patdgenos especificos que requieren la activacion y sirven como linea de defensa
adicional. La aparente predisposicion de las poblaciones insulares a los agentes
patdgenos exoticos esta al parecer asociada a la presencia de una fauna pobre de
parasitos en las poblaciones naturales de los huéspedes (Dobson and McCallum
1997). Sin embargo, existen pocos estudios sobre la respuesta inmune en
poblaciones naturales insulares (Wikelski et al. 2004). El conocer la capacidad de
respuesta inmunoldgica del murciélago pescador en comparaciéon con las
mediciones efectuadas en otras especies de murciélagos es importante para
evaluar su vulnerabilidad ante la aparicién de enfermedades emergentes, las
cuales han llevado recientemente a la virtual desaparicion de poblaciones enteras
de murciélagos en el Estados Unidos y Canada (Blehert et al. 2009). Con el fin de
tener una aproximacion de la vulnerabilidad de M. vivesi a las enfermedades
emergentes, se estimara su capacidad de respuesta inmune innata y su respuesta
inflamatoria generalizada; esta Ultima involucra procesos inmunes innatos y
adaptativos y podria estar determinada parcialmente por la diversidad del CMH
clase Il. La respuesta inmune innata esta asociada al CMH clase I, pero no se
tiene informacion sobre la diversidad de estos genes en M. vivesi. Se espera que

los indices de respuesta inmune de M. vivesi disminuyan durante la época



reproductiva y que sean menores a los reportados en la literatura para especies de

murciélagos continentales.

Objetivo General

Proporcionar informacion integral sobre diversos aspectos relevantes para conocer
el estado de conservacion del murciélago pescador Myotis vivesi.

Objetivos Especificos

1) Determinar la distribucién geografica de la diversidad genética de ADN
mitocondrial del murciélago pescador.

2) Determinar el patrén reproductivo del murciélago pescador.

3) Determinar la distribucién geogréafica de las colonias de maternidad del
murciélago pescador.

4) Determinar si la respuesta inflamatoria generalizada y la respuesta inmune
innata varian a lo largo del afio en funcién de la actividad reproductiva de
machos y hembras del murciélago pescador en condiciones naturales

Metodologia

Patrén reproductivo

Se realizaron salidas de campo a isla Partida Norte en septiembre y octubre
de 2010 y enero, febrero, marzo, abril, junio y julio de 2011. Cada visita tuvo una
duracion de 4-6 dias. Se capturaron individuos de M.vivesi con redes de niebla 'y
se colectaron sus heces fecales. Las heces fueron colocadas en viales con etanol
y mantenidas en hielo para su traslado al laboratorio. A cada individuo se le
registraron datos externos que indicaran su condicion reproductiva (tamafio y

posicion de los testiculos en los machos, presencia de prefiez, lactancia o post-
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lactancia en las hembras). Las muestras fueron enviadas al Instituto Leibniz de
Vida Silvestre, en Berlin, Alemania para la extraccién de metabolitos de
estrogenos (estradiol), progesterona (20-oxo-pregnona) y testosterona
(Schwarzenberger et al. 2004). El responsable del proyecto (LGHM) se encarg6 de
realizar los andlisis de laboratorio de las muestras. Las muestras se colocaron en
una solucion de etanol al 70% y se centrifugaron por 30 minutos. Se colecté 1 ml
del sobrenadante y se le agregd 1 ml de agua destilada. Se hicieron inmuno
ensayos de varias alicuotas de acuerdo el método descrito por Schwarzenberger
et al. (2004). Los extractos fecales fueron analizados mediante reacciones
inmunes a los metabolitos de estrégeno, progesterona y testosterona. Los
anticuerpos usados en los inmuno ensayos fueron obtenidos de conejos de
laboratorio: 5a-pregnona-3M3-0l-20-one 3HS:BSA para los metabolitos de
progesterona, estradiol-173-OH 17-HS:BSA para los metabolitos de estrogenos, y
170a-OH-testosterona-HS-3-RSA para los metabolitos de testosterona. Los
ensayos fueron validados con curvas estandares y diluciones seriales de extractos
fecales. Los resultados se expresaron en nanogramos por g de heces himedas y
se compararon las medias mensuales de cada metabolito con un analisis de
varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis) seguido de comparaciones multiples a
posteriori. Los analisis estadisticos se realizaron en STATISTICA 7 (StatSoft,
Tulsa, Oklahoma).

Estructura genética

Se colectaron 176 muestras de membrana alar de seis poblaciones
insulares de M. vivesi en 2011; las muestras fueron almacenadas en crioviales con

etanol al 95% y refrigeradas hasta su andlisis. Se extrajo ADN gendmico de las
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muestras con un kit para tejidos (GenElute; Sigma Aldrich). Se amplificé un
fragmento de ADN mitocondrial de estas muestras en la Universidad de California-
Merced usando los cebadores y las condiciones descritas en Floyd et al. (2010).
Ademas, se amplificaron 23 muestras de membranas de dos poblaciones
colectadas en 2001.

Distribucién geogréfica de las colonias de maternidad

Durante el verano de 2011, se visitaron 14 islas e islotes donde se tienen
reportes historicos de la presencia de M. vivesi y 5 islas donde se sospechaba la
presencia de esta especie (Fig. 1). Estas visitas fueron realizadas de manera
coordinada con la colecta de muestras para el analisis molecular. En cada visita se
colocaron redes de nylon para capturar a los murciélagos o bien se les buscé en
su refugio diurno. Una vez capturados, se registré el sexo, la edad, el pesoy la
condicion reproductiva de cada individuo.

Respuesta inmune

Para esta parte del estudio, se visit6 la isla Partida Norte en diciembre de
2012, en julio y octubre de 2013, y en abril de 2014. En cada visita, se atraparon
entre 5y 16 machos y entre 14 y 23 hembras en sus refugios diurnos, y se les
registro el peso, la edad (adulto, juvenil o cria), y el estado reproductivo.

La respuesta inflamatoria generalizada se mide mediante la inyeccién de
fitohematoaglutinina (PHA). La inyeccion de PHA permite evaluar la actividad del
sistema inmune innato y adaptativo mediada por las células debido a que induce la
mitosis celular, activa la proliferacion de células inmunes y causa inflamacion en el
lugar de aplicacion (Allen et al. 2009). La PHA se obtiene de una especie de frijol

(Phaseolus vulgaris) y es uno de los antigenos naturales mas comunmente
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usados en estudios ecoinmunolégicos (Boughton et al. 2011). Cada inyeccién
consté de 100 pL de una solucién 0.1mg mL™ de PHA en la almohadilla de la pata
derecha de cada individuo (Allen et al. 2009). La inflamacion de la almohadilla se
mididé usando un vernier digital antes de la inyecciény a las 3, 6, y 12 horas
después de la inyeccién. Un estudio preliminar con otras especies de murciélagos
demuestra que la inflamacién maxima ocurre entre las 6 y las 12 horas después
de la inyeccion (L. G. Herrera, datos no publicados); para el andlisis de los datos
se consideraron solamente las mediciones hechas a las 12 horas de la inyeccion.
Se tomaron tres medidas por cada individuo tratado y se empleé el promedio de
las tres lecturas. Ademas, se inyectaron 100 pL de una solucion salina en la pata
izquierda de cada individuo como control. La inflamacion inducida por PHA se
entiende como la sustraccion entre la medida maxima de la inflamacién después
de la inyeccion y el espesor inicial de la almohadilla antes de la inyeccion en
referencia al control (Allen et al. 2009). Al final del proceso, los animales fueron
liberados en la zona donde fueron capturados. Este procedimiento no es
perjudicial para el animal y ha sido ampliamente usado en varios grupos de
vertebrados.

La respuesta inmune innata se evalué mediante la medicion de la actividad
antibacteriana en muestras de sangre. El ensayo bactericida mide la capacidad de
la sangre total fresca para matar las bacterias ex vivo (Tieleman et al. 2005),
siguiendo el protocolo empleado en Allen et al. (2009). Se tomaron muestras de
sangre de la mayoria de los individuos capturados (200 ul por individuo,
aproximadamente). Las muestras de sangre fueron centrifugadas en el campo y el

plasma fue conservado en alicuotas de 8 pl, las cuales se congelaron en nitrégeno
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liquido y posteriormente se transportaron al Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM. Se tomé una muestra de 6 ul de sangre, la cual fue
diluida a 1:50 en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de suero fetal bovino
(FBS). Se empled una solucién 1:1000 de Escherichia coli en un buffer de fosfato
salino (PBS). Se tomaron 140 ul de sangre diluida y se mezclaron con 10 ul de
bacteria diluida. Se tomaron 50 pl de la sangre combinada con la dilucion de la
bacteria y se esparcio la mezcla en cajas de Petri tanto en el tiempo 0 como a los
60 minutos después de realizada esta mezcla. Se establecieron dos controles que
consistieron de una mezcla de FBS al 5% con la bacteria diluida sin adicionar la
sangre. Todas estas muestras se incubaron durante 12 horas a 37 °Cy
posteriormente se contaron visualmente las colonias de E. coli. La habilidad
bactericida se estim6 con el indice HB = -1 x ((muestra con sangre 60 — muestra
con sangre 0/ muestra con sangre 0) x100) — ((control 60- control O/control 0) x
100)). El indice presenta valores positivos que se entiende como alta capacidad
citotdxica y valores negativos que indican poca o ninguna actividad citotoxica
contra la bacteria (Allen et al. 2009). Esta técnica ha sido probada de manera
preliminar con otras especies de murciélagos por nuestro grupo de trabajo (A.
Otélora, datos no publicados) y no present6 problemas durante su uso con M.
vivesi.

Para comparar los valores medios de los dos tipos de respuesta inmune
examinados, se realizaron andlisis de varianza de dos vias para cada tipo de
respuesta considerando el sexo y el mes como factores. Cuando alguno de los

factores y/o su interaccion (sexo-mes) fue significativo, se realizaron andlisis a
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posteriori usando pruebas de Tukey para tamafios de muestra diferentes. Los

analisis estadisticos se realizaron en STATISTICA 7 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma).

Resultados

Descripcion de la especie

Myotis vivesi es una especie que exhibe gran diferenciacién en su
morfologia con respecto a sus congéneres y tienen el mayor tamafio corporal de
este grupo (solo comparable al de M. myotis del Viejo Mundo). Esta especie
presenta adaptaciones para atrapar presas de la superficie del agua, observadas
en otras especies pescadoras no relacionadas filogenéticamente (Stadelmann et
al., 2004). El gran tamafo corporal, las largas extremidades inferiores, y los pies
con garras alargadas y lateralmente comprimidas han sido consideradas
adaptaciones a este tipo de dieta (Hood y Jones, 1984; Blood y Clark, 1998).
Estas caracteristicas ubican a esta especie lejos de sus congéneres, hasta el
punto de ser considerada inicialmente parte de un género monotipico (Miller y
Allen, 1928). Esta variacion se refleja en las hipotesis de relaciones filogenéticas
publicadas para el género, ya que no proporcionan informacién sobre cual es el
grupo hermano de M. vivesi (Stadelmann et al., 2004). M.vivesi es una especie
endémica de las islas del Golfo de California, donde se alimenta de crustaceos y
peces gue captura de la superficie del mar (Blood y Clark, 1998). Este patrén de
distribucion y las caracteristicas morfolégicas mencionadas anteriormente son un
indicio de la divergencia adaptativa que pudo haber ocurrido a partir de la

colonizacion de nuevos nichos por parte del grupo (Kawata, 2001).
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El murciélago pescador mide 139-144 mm de longitud total y tiene un peso
de 27.5 g. La coloracién del pelaje varia de café oscuro a negro y el pelaje ventral
es de color blanquecino (Maya, 1968). El rostro tiene una forma triangular (Villa 'y
Cervantes, 2002), y las orejas (20 mm de largo) estan desnudas y tienen dobleces
gue van de la base hasta casi la punta de la oreja. El trago es alargado y la punta
es ovalada y en la base los margenes del trago son aserrados (Miller y Allen,
1928). La formula dental es i 2/3/; ¢ 1/1; p 3/3, m 3/3 con un total de 38 dientes
(Reeder, 1953; Avila y Medellin 2005). Los incisivos son tipicos de cualquier
Myotis; sin embargo, los caninos y los premolares tienen cuspides que son mas
altas y delgadas. Ademas, el primer y segundo premolar estan elevados vy, el
segundo cede al primero en altura, caracteristica que no existe en otra especie del
género Myotis de Norte América; el tercer molar no esta reducido como pasa en
otras especies del género (Miller y Allen, 1928). Las alas no presentan pelo y el
pulgar tiene una ufia que esta aplanada dorso-ventralmente; el plagiopatagio se
extiende hasta la tibia; la cola (70 mm de largo) estd embebida en el uropatagio
(Miller y Allen, 1928; Blood, 1987), y las patas son grandes en relacion al cuerpo
(23 mm de largo). La pata, incluyendo las uiias, es igual en la longitud a la tibia (24
mm); las ufias estan aplanadas dorso-ventralmente, al igual que el pulgar (Blood,
1987; Fish et al., 1991).

En sintesis, las caracteristicas morfométricas del murciélago pescador con
base en la informacién obtenida en la literatura (Miller y Allen, 1928; Blood, 1987;
Villa y Cervantes 2002) son las siguientes:

- formula dentaria i 2/3/; ¢ 1/1; p 3/3, m 3/3 con un total de 38 dientes;

- longitud total: 139-144 mm;
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longitud de la cola: 67-69 mm;
longitud de la tibia: 23 mm;

longitud de la pata: 23 mm;

longitud de la garra mas larga: 9 mm;
longitud del antebrazo: 59-63 mm;
longitud de la oreja: 15 a 20 mm.

Con base en nuestro trabajo de campo (Ospina Garcés 2010), se registraron

las siguientes medidas del craneo de ejemplares en la isla Partida Norte (media +

de):

largo mayor del craneo: 21.43 £ 0.41 mm;

largo céndilo canino: 19.53 + 0.48 mm;

ancho de la fila maxilar: 9.18 + 0.24 mm,;

ancho zigomatico: 14.06 + 0.30 mm,;

ancho maxilar a través del molar 3: 8.88 £ 0.22 mm;

constriccion postorbital: 5.56 = 0.14 mm;

longitud del dentario: 17.08 + 0.40 mm,;

altura del proceso coronoide: 5.03 £ 0.17 mm.
Ademas, registramos las siguientes medidas:

peso hembras: 30.8 +4.8 g;

peso machos: 28.8 £ 4 g;

longitud del uropatagio hembras: 65.7 £ 4.2 mm;

longitud del uropatagio machos: 65.9 + 3.6 mm.
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Historia natural de la especie

Este murciélago se encuentra reportado principalmente en islas e islotes a
lo largo del Golfo de California desde Isla San Jorge (N 31°01'00"" W113°15°007")
hasta Isla Cayo (N 24° 53°00"" W110°37'00""). También existen registros del lado
del Océano Pacifico en Bahia Tortugas y en Bahia Sebastian Vizcaino, asi como
en las zonas costeras de la peninsula de Baja California y Sonora (Reeder y Norris
1954; Patten y Findley 1970; Villa 1979; Blood y Clark 1998). La poblacién mas
grande conocida de M. vivesi se localiza en Isla Partida Norte (Maya 1968). Estos
murciélagos viven principalmente en islas, teniendo sus refugios debajo de rocas,
en acantilados, en canto rodado y grietas (Reeder y Norris 1954; Villa 1966; Maya
1968; Patten y Findley 1970; Villa 1979; Blood y Clark 1998; Herrera y Flores-
Martinez 2001). En algunas islas, estos refugios son compartidos con aves
marinas, como los petreles (Oceanodroma microsoma y O. melania) (Maya 1968;
Herrera y Flores-Martinez 2001). Los murciélagos pescadores tienen un habito
alimentario poco comun, ya que se alimentan principalmente de crustaceos, peces
marinos y en ocasiones insectos (Maya 1968). Este murciélago es una de las
especies de mayor tamafio del género Myotis y tiene las patas y garras
relativamente grandes con relaciéon a su tamafio corporal (Stadelmann et al. 2004).
Estas caracteristicas morfolégicas al parecer estan relacionadas con su tipo de
dieta piscivora. A nivel global, esta especie ha sido considerada como vulnerable
dentro de las categorias de amenaza de la IUCN, porque se presume que sus
niveles poblacionales han disminuido (Hutson et al. 2001, Arroyo-Cabrales y
Alvarez Castafieda 2008) y en México es considerada como una especie en

peligro de extincion (SEMARNAT 2010).
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Biologia reproductiva

Se colectaron 200 muestras de heces: 118 de machos y 82 de hembras. La
mayoria de las muestras correspondieron a individuos adultos. Se hicieron
mediciones de metabolitos hormonales en la mayoria de las muestras colectadas.
En el caso de las hembras, en ocasiones solamente se hizo el analisis de uno de
los dos metabolitos de interés de acuerdo al mes de colecta (por ejemplo, en
octubre no se realizaron mediciones de metabolitos de progesterona dado que la
época de gestaciéon corresponde a los meses de febrero-mayo). Los valores
medios de concentracion de metabolitos hormonales se presentan en la tabla 1y
en el anexo 1 (Anexo 1) los valores de cada individuo.

El analisis de varianza mostro diferencias en los niveles de metabolitos de
testosterona (MT) a lo largo del afio (H7 =51.9, p < 0.0001, n = 118). Los valores
medios mas altos de MT ocurrieron en octubre y enero, sin diferencias
significativas entre estos meses (p = 1); en febrero y marzo hubo una disminucion
en el valor medio de MT con respecto a octubre (p < 0.01) y enero (p < 0.04), y se
mantuvo sin cambios significativos con respecto a abril (p = 1), junio (p = 1), julio
(p =1)y septiembre (p = 1).

No hubo diferencias significativas entre meses en los niveles de metabolitos
de progesterona (H4 = 8.9, p = 0.06, n = 75) pero si las hubo en los niveles de
metabolitos de estradiol (Hs = 13.4, p = 0.01, n = 74) entre junio y octubre (p =
0.02).

En general, nuestros datos indican que el momento mas probable en el que
ocurre el apareamiento es entre octubre y enero dado que los valores promedio de

los niveles de testosterona en los machos y de estradiol en las hembras son los
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mas elevados. Es importante notar que si bien los valores promedio indican este
patron, existe una elevada variacion entre los individuos pero los individuos con
los valores mas altos de los metabolitos de estas dos hormonas ocurren en este
periodo. Si bien estadisticamente no hubo diferencias significativas en los niveles
de metabolitos de progesterona durante los meses muestreados y solo hubo
diferencias en los niveles de metabolitos de estradiol entre junio y octubre, los
valores medios de estos compuestos son mas altos en los periodos en que
probablemente ocurre la ovulacion (octubre a febrero) y cuando las hembras estan
en estado de prefiez avanzada (abril).

Genética de poblaciones

Se colectaron 176 muestras de membrana de M. vivesi en 6 islas del Golfo
de California en julio de 2011 (Anexo 2): La Mestiza (n = 39), Piojo (n = 24), San
Vicente (n = 21), Pescador (n = 36), Cholludo (n = 29) y Partida Norte (n =27).
Estas islas representan distintos puntos en la distribucién geografica de la especie
(Fig. 1).

Se obtuvieron las secuencias derivadas de la amplificacion de los
cebadores de ADN mitocondrial (Floyd et al. 2010). Se obtuvieron 173 secuencias
de ADN mitocondrial, registrandose un total de 66 haplotipos. La diversidad de
haplotipos fue 0.951, y la diversidad nucleotidica fue de 0.02. La diferenciacion
genética media (Fst) entre las colonias fue de 0.16. Al comparar los resultados de
este analisis con los reportados por Floyd et al. (2010), encontramos diferencias
en el nimero e identidad de los haplotipos detectados por lo que decidimos
analizar muestras colectadas en dicho estudio. Se obtuvieron secuencias de ADN

mitocondrial con los mismos cebadores de muestras colectadas en 2001 en las
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islas de Muela (n = 12) y Cayo (n = 11) y los resultados obtenidos al agregar estas
muestras a las anteriormente reportadas son los siguientes: se obtuvieron 191
secuencias de ADN mitocondrial, registrandose un total de 82 haplotipos, la
diversidad de haplotipos fue 0.96, la diversidad nucleotidica fue de 0.268, y la
diferenciacion genética media (Fst) entre las colonias fue de 0.13.

Colonias de Maternidad

Se encontraron colonias de maternidad de M. vivesi en 12 de las 19 islas
visitadas, y en las 7 restantes no se registré la presencia de esta especie (Fig. 1;
Anexo 2). De las islas donde no hubo presencia de colonias de maternidad, solo
una corresponde a un registro histérico de la especie (Cayo) y el resto no tienen
registros histéricos (Almagre Chico, Almagre Grande, Colorado, Mellizas Este,
Mellizas Oeste y Pajaros). A las colonias de maternidad se debe agregar el
registro de isla Cardonosa reportada por Flores-Martinez (2005).

Marcaje de Individuos

Se marcaron 60 individuos en Isla Partida Norte, de los cuales se obtuvo
una recaptura. Los datos de cada individuo se presentan en el anexo
correspondiente (Anexo 3).

Respuesta inmune

Se realizaron cuatro salidas de campo en isla Partida Norte durante diciembre de
2012, en julio y octubre de 2013, y en abril de 2014. En diciembre se capturaron
19 individuos (14 hembras, 5 machos), en julio se capturaron 33 individuos (22
hembras y 11 machos), en octubre 33 individuos (17 hembras y 16 machos), y en
abril 29 individuos (23 hembras, 6 machos). Todos los individuos fueron adultos.

Se hicieron mediciones de la respuesta inflamatoria generalizada en 19 individuos
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en diciembre (14 hembras, 5 machos), en 31 individuos en julio (22 hembrasy 9
machos), en 33 individuos en octubre (17 hembras y 16 machos) y 16 en abril (10
hembras, 6 machos). Durante el mes de julio se capturaron hembras lactantes y
poslactantes. Hubo diferencias significativas en los valores de la respuesta
inflamatoria generalizada entre meses (F3 91 = 6.7, p < 0.0001), pero no entre
sexos (F191 =0.03, p =0.8) y la interaccién mes-sexo no fue significativa (F3 91 =
0.2, p = 0.8). Las diferencias entre meses se dieron solamente entre julio y octubre
(p = 0.0003) y entre julio y diciembre (p = 0.001). El indice (media £ DE) mas alto
se registro en diciembre (1.12 + 0.44), seguido de octubre (1.05+0.33), abril (0.77
+ 0.48) y julio (0.57 £ 0.51; Anexo 4).

Se evalud la actividad bactericida del plasma de 19 individuos en diciembre
(14 hembras, 5 machos), 29 individuos de julio (19 hembras, 10 machos), de 33
individuos de octubre (17 hembras, 16 machos), y de 29 individuos de abril (23
hembras, 6 machos). Hubieron diferencias significativas entre meses (F3 102 =
13.6, p < 0.00001), pero no entre sexos (F1 102 = 0.2, p = 0.6) y la interaccién mes-
sexo no fue significativa (Fs 102 = 1.4, p = 0.2). Las diferencias entre meses se
dieron entre abril y julio (p = 0.0001), y entre julio y octubre (p = 0.0001). El valor
medio del indice fue mayor en octubre (103.1 + 23.7), seguido de abril (98.1

56.6), diciembre (60.4 £ 54.1) y julio (26.4 £ 61.5; Anexo 4).
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Tablas y Figuras

Tabla 1.- Valores medios (ng/g heces hiumedas * desviacion estandar; n) de los

metabolitos hormonales de testosterona (machos), y de progesterona y estradiol

(hembras) en heces de individuos de Myaotis vivesi.

Mes Testosterona Progesterona Estradiol
Septiembre 52.2 + 36.8; 13

Octubre 943.9 +890.2; 8 27.6 £19.03; 7
Enero 1809.3 +3851.3; 21 107.2 +75.1; 21 21.8+23.9;21
Febrero 613.1 +£1819.5; 12 125.3 + 210.6; 19 11.8. +14.4; 19
Marzo 48.3 +64.3; 17 83.0+£69.7;9 8.8+5.9;9
Abril 214.8 £ 389.0; 12 152.9 + 226.6; 15 19.1 +41.8;15
Junio 46.1 £53.9; 18 35.9+26.4; 11 1.1+0.5;3
Julio 129.2 + 99.6; 17
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Fig. 1.- Islas visitadas en julio de 2011. 1.- Cayo. 2.-Tijera*. 3.- Colorado. 4.-
Danzante*. 5.- La Mestiza*. 6.- Pescador*. 7.- Piojo*. 8- Estanque*. 9.- Partida
Norte*. 10.-Cholludo*. 11.- Datil o Turner*. 12.- Alcatraz o Pelicano*. 13.- San
Vicente*. 14.- Pajaros. 15.- Almagre Grande. 16.- Almagre Chico. 17.- Mellizas

Este. 18.-Mellizas Oeste. 19.- Blanco*. *Islas con colonias de maternidad. A las

24



colonias de maternidad se debe agregar el registro de isla Cardonosa reportada
por Flores-Martinez (2005); esta isla no se presenta en la figura pero su ubicacion

es casi contigua a la isla Partida Norte.

Discusion y Conclusiones

Hormonas reproductivas

Antes de iniciar con la discusién de este apartado, es pertinente aclarar que
los valores de las concentraciones de metabolitos hormonales no son
comparables a los de otros estudios similares con murciélagos. Los estudios de
metabolitos hormonales usan diferentes protocolos por lo que no necesariamente
miden los mismos compuestos. Incluso el mismo protocolo puede rendir valores
contrastantes en especies distintas de murciélagos. Por tanto, los valores
absolutos de las concentraciones de metabolitos hormonales no deben usarse con
fines comparativos ni se pueden validar comparando estudios que usaron
protocolos distintos.

Los valores mas altos de metabolitos de testosterona se presentan en
enero lo que indica que es en este mes cuando ocurren la mayoria de los
apareamientos. El aumento del nivel de metabolitos de testosterona en enero
parece entonces asociado a la actividad de apareamiento y no necesariamente a
la produccién de esperma, pues ésta parece ocurrir en septiembre y octubre. Es
importante hacer notar que la variacion interindividual de las concentraciones de

metabolitos de testosterona es muy amplia y que el valor promedio incluye
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individuos que probablemente no estaban implicados en alguna actividad
reproductiva. El examen histologico del aparato reproductor de los machos de M.
vivesi (Carmona Maldonado 2007) muestra que los testiculos descienden al
escroto en septiembre y alcanzan su maximo tamafio en octubre. En enero, los
testiculos vuelven a su posicion inguinal pero el epididimo aumenta de tamafio y
se convierte en almacén de esperma (Carmona Maldonado 2007). Por su parte,
en las hembras existe evidencia de presencia de espermatozoides en el Gtero en
enero y febrero (Herrera et al. datos no publicados). Por su parte, la ovulacion en
las hembras parece ocurrir entre octubre y febrero, cuando los niveles de
metabolitos de estradiol y progesterona se elevan. En marzo, los valores de los
metabolitos de progesterona y estradiol tienen un ligero descensos seguido de un
aumento en abril, indicando la presencia de hembras prefiadas. En junio los
niveles de metabolitos de progesterona y estradiol descienden, indicando el fin del
embarazo. Es importante sefialar que este patrén en los niveles de metabolitos de
progesterona no esta soportado estadisticamente, lo cual puede deberse a la
amplia variacion interindividual que existio en los niveles de estos metabolitos. La
mayor presencia de hembras prefiadas de M. vivesi ocurre entre abril y mayo y la
lactancia inicia en junio (Maya 1968), lo cual coincide con el patréon hormonal de

las hembras detectadas en el presente estudio.

Colonias de Maternidad

Se registraron 13 colonias de maternidad de M. vivesi en islas del Golfo de
California. Si agregamos estos registros a los encontrados previamente, el total de

colonias de maternidad confirmado por nuestros viajes de exploracion es de 21.
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En la mayoria de estas islas las condiciones de conservacion parecen ser
adecuadas si bien en algunas de han identificado algunos factores de riesgo
(Flores-Martinez 2005). Por ejemplo, en San Marcos hay registros de gatos y
perros domeésticos, en Alcatraz de ratones (Mus musculus), y en Encantada hay
ratas (Rattus rattus). La unica localidad donde ha sido posible estimar el tamafio
poblacional de la colonia de maternidad es Partida Norte, el cual es de ~23,000
madres con cria (Mejia et al. 2011).

Diversidad genética

Los resultados obtenidos a partir del andlisis de ADN mitocondrial son similares a
los reportados anteriormente por Floyd et al. (2010) y Mejia et al. (2011). El valor
de F obtenido sugiere la existencia de filopatria de las hembras como ocurre en
otras especies de murciélagos (Petit y Mayer 1999; Castella et al. 2001; Ruediy
Castella 2003; Chen et al. 2008).

Se hicieron algunas estimaciones preliminares del comportamiento
poblacional historico de M. vivesi a partir de los resultados de ADN mitocondrial
usando el método de distribucion mismatch de la forma en que se describe en
Mejia et al. (2011). Los resultados de este nuevo andlisis indican una expansion
reciente de las poblaciones de M. vivesi en los ultimos 70,000 o 280,000 afios
(dependiendo de la tasa de mutacién asumida), lo que coincide con los periodos
propuestos por Mejia et al. (2011; e.g. hace 50,000 o 230,000 afios).

Respuesta inmune

Los resultados de las pruebas de respuesta inmune indican cambios
significativos a lo largo del afio en la respuesta inflamatoria generalizada y en la

habilidad bactericida. La respuesta inflamatoria generalizada tuvo sus valores mas
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bajos en los meses que las hembras se encuentran lactando (julio).Este patron es
mas evidente cuando se consideran solamente los datos de las hembras: en julio
el indice es menor (0.53 + 0.52) que en abril (0.79 + 0.43), octubre (1.07 £ 0.31) y
diciembre (1.10 + 0.36). Existen pocos estudios que examinen el patrén estacional
en la respuesta inflamatoria en murciélagos. Por ejemplo, en M. myotis el indice es
mayor cuando las hembras estan lactantes y mas reducido durante la gestacion
(Christe et al. 2000). De hecho, los valores reportados para M. myotis en hembras
lactantes (~0.85; Christe et al. 2000) son muy parecidos a los encontrados en M.
vivesi cuando las hembras estan gestantes o no reproductivas; en contraste, los
valores encontrados en M. vivesi durante la lactancia son muy parecidos a los
valores encontrados en hembras gestantes de M. myotis (~0.5; Christe et al.
2000). El patrén estacional encontrado en M. vivesi sugiere que el costo
energético de la lactancia podria estar limitando su capacidad de respuesta
inflamatoria generalizada.

La habilidad bactericida también presenté cambios a lo largo del afio. Al
igual que la respuesta inflamatoria, el indice de habilidad bactericida fue menor en
julio, particularmente cuando se consideran Unicamente a las hembras en este
mes (18.2 + 61.3). No existen estudios en murciélagos que examinen su
capacidad bactericida a lo largo del afio. Sin embargo, con excepcion de los
valores medios encontrados en julio, los valores del indice bactericida de M. vivesi
(60 a 103) se encuentran dentro del rango de valores reportados en otras especies
de murciélagos. Por ejemplo, Schneeberger et al. (2013) reportan valores medios
del indice bactericida que van de 40 a 100 en una muestra de 24 especies de

murciélagos.
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En conclusion, los indices de respuesta inmunoldgica examinados en M,
vivesi presentaron valores similares a los de otras especies de murciélagos, lo que
sugiere gue su sistema inmunolégico funciona con la misma eficiencia, al menos
en lo que respecta a la respuesta inflamatoria generalizada y a la respuesta
inmune innata. Los valores de ambos indices examinados fueron
significativamente menores en julio, cuando ocurre la lactancia. Es dificil
interpretar el significado de esta variacién con respecto a la susceptibilidad de la
especie debido a que no hay estudios comparativos con murciélagos que
consideren distintas épocas del afio, con excepcion del trabajo de Christe et al.
(2000) el cual muestra un patréon distinto al encontrado en M. vivesi. En contraste
con otros estudios (Schulenburg et al. 2009, Rolff 2002), no se encontraron
diferencias entre sexos en la expresion de la respuesta inmune, pero no
descartamos por completo esta posibilidad en la especie de estudio en estudios

que incrementen el tamafio de muestra, particularmente de los machos.

Conclusién general

Myotis vivesi es una especie de murciélago que se encuentra amenazado por
factores antropogénicos, principalmente por la introduccion de fauna exoética (R.
rattus, R. norvegicus y F. silvestres) en las islas del Golfo de California (Mellink et
al. 2002; Flores-Martinez 2005). La extirpacion de fauna exotica en las islas del
Golfo de California es una estrategia de manejo que podria beneficiar la
conservacion de M. vivesi, en particular para su reintroducciéon en aguellos sitios
donde esta especie fue afectada. Sin embargo, nuestros resultados del analisis de

ADN mitocondrial sugieren la existencia de filopatria de las hembras de M. vivesi,
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lo cual podria reflejarse en una reduccion de su probabilidad de recolonizar
nuevas islas. Los resultados de los analisis hormonales indican también una
marcada estacionalidad en la actividad reproductiva de M. vivesi, lo cual debe ser
considerado también en el eventual desarrollo de algun plan para su conservacion.
En general, la reducida heterocigosidad del complejo mayor de histocompatibilidad
reportada para la especie (Richman et al. 2010) al parecer no se ve reflejada en el
desempeiio de la respuesta inmune innata y de la respuesta inflamatoria
generalizada. Sin embargo, es importante sefialar la reduccion en los valores de
los indices de respuesta inmunoldgica de las hembras durante la lactancia por lo
gue se debe dar importancia a este periodo del ciclo de vida por la probable
vulnerabilidad de la especie a los agentes infecciosos emergentes. Los datos
también sugieren que las hembras prefiadas pudieran tener su sistema inmune
comprometido, pero es necesario aumentar el tamafio de muestra para corroborar
este patrén. Los resultados de presente estudio develan, por tanto, diversos
factores bioldgicos que hacen vulnerable a la especie y que justifican su

proteccion para garantizar su conservacion.
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