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Resumen

En los municipios La Victoria, Aguila, Obando, Cartago, Zarzal, San Pedro, Cerrito y Palmira del departamento
Valle del Cauca; Mercaderes en el Cauca; y Puerto Narifio en el departamento del Amazonas, se realizo el analisis
de filogenia del murciélago hematéfago Desmodus rotundus. Las muestras de tejido epitelial fueron tomadas en el
patagio del quir6ptero, amplificadas por PCR utilizando cebadores 16SL y 16SH, se amplific6 ADN mitocondrial,
y se secuenciaron 50 individuos de murciélagos hematofagos. Después de la secuenciacion se encontraron ocho
haplotipos y se encontr6 que el mas frecuente se presenta en 43 individuos. Se utilizaron dos métodos, maxima
verisimilitud y parsimonia. Utilizando el Genbank se revisaron secuencias de marcadores mitocondriales s16 rRNA
de Brasil, Venezuela y Costa Rica. Se encontré un acercamiento de estos individuos de Costa Rica y Venezuela
con murciélagos hematéfagos de los departamentos del Valle del Cauca y Cauca, ubicados en el sur occidente de
Colombia. Se revisan aspectos genéticos como relaciones filogeograficas entre las poblaciones y se encontré en
el estudio que existe una conexion entre los diferentes haplotipos de los clados existentes reflejado en los arboles
filogénicos y red de haplotipos, que se form6 en varias generaciones producto posiblemente de migraciones de
los murciélagos hematofagos a lo largo de las cordilleras y rios que atraviesan Colombia.
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Abstract

Phylogenetic analyses of the hematophagous bat Desmodus rotundus were performed in villages belonging to Valle
del Cauca, Cauca and Amazonas regions. Samples were mainly collected at hematophagous bat shelters located
in Victoria, Aguila, Obando, Cartago, Zarzal, San Pedro, Cerrito and Palmira villages belonging to Valle del Cauca
region, two samples at Mercaredes which belong to Cauca, two samples at Puerto Narifio which is part of Ama-
zonas region. Epithelial tissue samples were collected from bat’s patagium, and submitted to PCR using primers
16 SL and 16SH amplifying mitochondrial DNA of 50 vampires, these products were sequencing resulting in eight
haplotypes being the most common presented in 43 individuals. Two methods to reach maximum likelihood and
parsimony were used. GENBANK sequences of mitochondrial markers s16 rRNA from Brazil, Venezuela and Costa
Rica were used for comparison. Higher similarity between vampire bats from Valle del Cauca and Cauca region,
located in the southwest Colombia and vampire bats from Costa Rica and Venezuela was found. In the present
study the genetic profiles correlated with the phylogeographic aspects of different populations was performed
and a connection between different haplotypes of existing clades was found according to the phylogenetic tree
and haplotype net, possible being generated during hematophagous bats migration over the mountain-chain and
rivers crossing Colombia.

Keywords: DNA, clades, Genbank, Haplotypes, patagium, PCR, 16SL, 16SH
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Introduccion

Los murciélagos son los Unicos mamiferos con
capacidad de vuelo debido a la transformacion
de sus brazos en alas (Villa, 1976), pertenecen
al orden Chiroptera que contiene casi 1000 es-
pecies, siendo los mas numerosos después de los
roedores (Grennhall, 1993). Estan distribuidos
en 18 familias, 168 géneros dos subérdenes
megachiroptera y microchiroptera. El suborden
megachiroptera se encuentra conformado por
quirdpteros de gran tamano, con envergaduras
superiores a 1 m que viven en Africa, Asia y Ocea-
nia (Bredt et al., 1998). El suborden Microchi-
roptera es de amplia distribucién geografica, se
encuentra en todos los continentes y su tamafno
es pequeno; incluye la familia Phyllostomatidae,
la subfamilia: Desmodontinae y las especies Des-
modus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus
youngi (Bredt et al., 1998).

El murciélago hematofago D. rotundus,
sub-familia Desmodontinae (Chiroptera, Phyllos-
tomidae) es una de las tres especies propias de
Ameérica. La distribuciéon geografica se extien-
de desde el norte en México a Sudamérica a lo
largo de la Costa Pacifica en Chile y a la costa
atlantica de Uruguay, hasta el extremo de Brasil
(Villa, 1976). Se alimenta de sangre de animales
de corral, domésticos, silvestres y en ocasiones
extremas del hombre (Grennhall, 1993).

D. rotundus es la especie mas estudiada (Uie-
da, 1986). Su habitat se encuentra en cavernas,
arboles con tallos huecos, techos de casas aban-
donadas y aljibes (Paz et al, 1990). Se desplaza a
lo largo de grandes rios (ICA, 2002), tiene habitos
migratorios y su vuelo puede alcanzar hasta 100
km. En Colombia esta especie es la mas abun-
dante entre O y 1800 m.s.n.m. (ICA, 2002).

De acuerdo con Brass (1995) el murciélago
hematofago es uno de los principales transmi-
sores de enfermedades como la rabia en bovinos
que es una amenaza para el hombre y como tal
una zoonosis de alta importancia en América
Latina. Segun Flores (1978) en Latinoamérica
esta enfermedad afecta anualmente un millon
de cabezas de bovinos. Entre 1998 y 2003 en
Colombia se han incrementado los focos de rabia,
pasando de 44 a 194 en este periodo, lo que sig-
nifica un incremento de 400%, aproximadamente
(ICA, 2014). Uno de los de departamentos mas
afectados es el Valle del Cauca, especialmente
en zonas ganaderas cercanas a los grandes rios
(Castro, 2014).

La filogeografia estudia la distribucion geo-
grafica de linajes genealogicos de una especie
(Torres et al., 2010). En este estudio esta técnica
se aplico en el caso del murciélago hematofago D.
rotundus en el departamento del Valle del Cauca,
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para lo cual se utilizaron marcadores moleculares
ADN mitocondrial (Avise, 2000) que permiten es-
tablecer el flujo genético entre poblaciones (Slat-
kin ,1987) y estimar la expansion de territorio en
relacion con la localizacion de supuestos refugios
en zonas de expansiéon (Rogers et al., 1992).

Dentro de los marcadores moleculares mas
utilizados se encuentran las aloenzimas, PCR,
RFLP, RAPD, microsatélites, minisatélites, se-
cuenciamiento del DNA y SNP. La escogencia del
marcador depende de factores como la magnitud
del dano ocasionado, el tipo de material biolégico
y recursos financieros disponibles (Costa ,2011).
Wilkinson (1985) utilizé aloenzimas para cuan-
tificar y explicar la estructura molecular del D.
rotundus en Costa Rica y encontré que los machos
subordinados son mas dispersantes de genes y
contribuyen mas a la variabilidad genética de
la poblacion que los dominantes. Piaggio et al
(2008) desarrollaron marcadores nucleares mi-
crosatélites para doce loci, lo que permite un nue-
vo abordaje principalmente a nivel intraespecifico
del murciélago hematofago D. rotundus, especie
donde se observa relacion entre individuos.

Los primeros estudios utilizando marcadores
moleculares nucleares y mitocondriales se reali-
zaron en Brasil y permitieron entender la varia-
bilidad genética y la distribucién geografica de
una especie (Martins et al., 2007). Pinto (2009)
en Ecuador, utilizando marcadores moleculares
nucleares y mitocondriales, estudio el efecto de
la cordillera de Los Andes como barrera geogra-
fica y cuantificé su impacto en la diversificacion
y el aislamiento de la flora y fauna neotropical
y las grandes divergencias entre las poblaciones
de murciélagos hematofagos del este y el oeste.
Dischfield (2000) en el bosque de la zona atlan-
tica de Brasil encontré haplotipos en D. rotun-
dus altamente divergentes para citocromo b en
localidades relativamente proximas, lo que hace
suponer la existencia de heterogeneidad en la dis-
tribucion geografica de la especie. Martins et al.
(2007) hallaron un patrén filogeografico, genético
y morfolégico para el D. rotundus con formacion
de cuatro poblaciones geograficas circunscritas,
a saber: (1) Mata Atlantica do Norte, (2) Mata
Atlantica do Sur, (3) Pantanal y (4) Cerrado, lo
que indica que los ejemplares de D. rotundus son
morfologicamente semejantes, pero genéticamen-
te diferentes. En el estudio se reconocen dos
lineas atribuidas a D. rotundus como subespecies
diferentes, una al este (Mata atlantica) y otra al
oeste (Cerrado y la amazonia) de Brasil. Segun
Goncalves (2011) los especimenes de la Amazo-
nia y de América Central forman una poblacién
homogénea. Castela et al. (2001) observaron
diferenciacién poblacional entre colonias de hi-
bernacion localizadas en los polos opuestos de
los Alpes de Europa, cuando analizaron la region



control de ADN mitocondrial en murciélagos de
las especies Myotis myotis, sin embargo, cuando
usaron marcadores nucleares microsatelites no
encontraron diferenciacion entre ellas.

Se realiz6 un estudio en India (Chinnasamy et
al., 2013) de la variacion en la estructura genética
del murciélago de nariz roja Hipoosidero speoris
especie no migratoria, utilizando la secuencia de
16s ARNr y microsatélites. Los datos obtenidos
ofrecen diferentes patrones de estructura gené-
tica dentro de las poblaciones ubicadas cerca de
un rango de 250 km, teniendo en cuenta la filo-
patria marcada de las hembras y el aislamiento
de las poblaciones.

En Colombia no existen estudios morfologicos
a nivel molecular sobre migracion y difusién entre
refugios de murciélagos hematéfagos en una zona
determinada, con el fin de conocer sus desplaza-
mientos y conectividad a nivel de filogenia de los
refugios y orientar los programas sobre conser-
vacién y control de la rabia en bovinos.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras

Las capturas peridédicas de murciélagos hema-
tofagos (D. rotundus) se realizaron con la cola-
boracion del Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) en diez refugios localizados en dos fincas
georreferenciadas, utilizando para tal fin mallas
de niebla colocadas cerca a dichos refugios. La
identificacion de los ejemplares capturados se
hizo con base en la experiencia en campo de per-
sonal capacitado del ICA y con el uso de claves
de identificacion (Aguirre et al., 2001).

La toma de muestras se realiza tanto en
machos como hembras adultos; para ello se
utilizo el patagio del ala izquierda previamente
desinfectado de donde se extrajeron 4 mm del
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dactilopatagio. Posteriormente el tejido recolec-
tado fue colocado en un tubo desinfectado con
alcohol absoluto a 96%, refrigerado en nevera
plastica y acondicionado para traslado al Labo-
ratorio de Biologia Molecular y Genética en de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira,
lo que tarda normalmente entre 12 y 24 h. Una
vez finalizado el estudio los animales en perfectas
condiciones eran liberados al ambiente. Las ca-
racteristicas de los predios seleccionados donde

Refugios de Murciélagos Hematé6fagos
en el Departamento del Valle del Cauca
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Figura 1. Mapa de refugios de murciélagos hematéfagos en el Valle del
Cauca, Colombia

se realizaron las capturas aparecen en la Tabla
1 y Figura 1.

Obtencion de secuencias

Para la extraccion de ADN se utilizé un ‘kit’
comercial Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega). Este kit esta disenado para el
aislamiento de ADN de células blancas de la
sangre (leucocitos), cultivos celulares, tejido
animal, plantas y bacterias. El procedimiento
de extraccion de ADN se basa en: (1) proceso de

Tabla 1. Sitios geograficos de muestreo de murciélagos hematéfagos. Valle del Cauca, Cauca y Amazonas Colombia.

No Nombre Municipio Departamento Latitud Longitud Altitud
1 Piedra Aguila Valle N 4,85879 -76,0626 1281
2 Cofre Cartago Valle N4,67829 -75,9415 955
3 Praga Obando Valle N4,58824 -759663 1008
4 Guabinerito Victoria Valle N4,27420 -76,0099 975
5 Cuevas San Pedro Valle N3,98325 -76,2320 1120
6 Trejito Cerrito Valle N3,66124 76,3332 1003
7 Altico Palmira Valle N3,54317 -76,3951 1067
8 Hatico Cerrito Valle N3,64003 76,3271 1026
9 El Medio Zarzal Valle N4,33857 -76,0668 952
10 El Bosque Cartago Valle N4,70138 -75,9187 962
11 Cafion Mercaderes Cauca N1,90754 -77,1771 620
12 Pto Narifio Pto Narifio Amazonas S3,46359 -70,2278 98
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purificacion de ADN. Consiste en la lisis celular,
donde se rompe la membrana celular liberando
el material genético, a su vez, ocurre una lisis
del nucleo usando una solucion especial (Nu-
clei Anlysis Solution); (2) digestion, opcional, de
RNAs; (3) las proteinas celulares son removidas
por precipitacion en sal, aunque conservan el
ADN; y (4) el ADN genémico es desalinizado y
concentrado por medio de la precipitacion en
isopropanol, estado que en el cual es estable por
un tiempo aproximado de 1 afo (Wizard®, 2010).

La cuantificacion de ADN de las muestras de
tejido se hizo utilizando un equipo Nano Drop
2000 Thermo scientfi espectrophotometro. La
calidad del ADN obtenido en las muestras se
compar6 con concentraciones conocidas de ADN
del bacteriéfago Lamda, en gel de agarosa a 0.8%
y corridas en tampoéon TBE 0.5X (Tris-borato
0045M; EDTA 0.001M) a un voltaje constante de
80 voltios durante 1 h (Munoz, 2011).

La amplificacién del gen 16s de mamiferos
se hizo en varios analisis filogenéticos por su
funcion y distribucién universal, facilidad de
aislar y caracterizar, asi como por el contenido
tanto regiones altamente variables como conser-
vadas. El par de primers fueron: forward 16SL
(5°-GCCTCGCCTGTTACCAAAAAC-37) y revers
16SH (5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-37),
el cual amplifica una regién de 340 pb, aproxi-
madamente (Palumbi et. al, 1996). El programa
tiene como parametros: 30 ciclos de 30 segundos
a 94 °C para desnaturacién; 1 min a 50 °C para
hibridizacién; 2 min a 72 °C para extensién. Un
ciclo inicial de desnaturacion de 5 min a 94 °C,
en el final de reaccién una extension de 7 min
a 72 °C que se llevo a cabo en un termocilcador
Biocycler-Biosystems®

Para la amplificacién se utilizaron DNA 1 ng/
ul DNTP, 4 ul solucién tampén 2.5 ul MgCl 0,5
ul, Primers 0,25 pl,Taq polimerasa 0.20 U/ ul
agua 16.55 para un volumen total de 25 ul. Los
productos de la amplificacién de los genes en es-
tudio fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa a 1%, detectados por coloracion con
bromuro de etidio y visualizados sobre luz UV.

Las secuencias fueron realizadas a través del
meétodo didesoxiterminal (Sanger et al., 1997) en
secuenciador automatico de DNA ABI prism 3500
de Life Technologies en Genbimol laboratorio de
biologia molecular de la Universidad Estadual
de Maranao en Brasil. Los programas utilizados
para analizar las secuencias fueron: Seq Scaner
software v.1.0 Applied Biosystems; Secuencia
Scanner Software que permite graficar y editar
datos de impresion y exportar secuencias gene-
radas usando instrumentos analizadores que
generan informes graficos, permiten alinear y
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analizar los picos de datos en bruto y aquellos
fuera de escala.

La mega versiéon 5 permite hacer alineaciones
de las secuencias manuales y automatizadas con
editor de archivo de rastreo y arboles filogenéticos
utilizando el algoritmo de Neighbor Joining (NJ),
lo que se hizo mediante la construccién de un
arbol con un bootstrap de 1000 autoréplicas y un
grupo externo Diphylla ecaudata. Con Network
version 4.6.1.0 se hizo el analisis de filogenia in-
traespecifica utilizando redes de haplotipos con
el algoritmo Median joining en el Departamento
de Genética la Universidad del Valle en Cali Co-
lombia. (figura 2)

Venezuela

H_80 Colombia, Valle del Cauca

Colombia, Valle del Caucay Cauca

H
CostaRica

H
Colombia, sur del Valle del Cauca
y Cauca
Colombia, Amazonas

Colombia, Amazonas

Figura 2. Red de haplotipos del Desmodus rotundus en Colombia

La comparacion de las muestras se hizo con
el Banco de Datos del Genbank tomando indi-
viduos de otros paises latinoamericanos de la
especie Dyphilla ecaudata (Outgrup). Se usaron
la secuencia con acceso [Diphylla ecaudata_
AF411533, Venezuela [D. rotundus1_HGO003310,
D. rotundus 2_NC_022423] y Costa Rica [D.
rotundus 3_AF263228], resultando en total 54
muestras con el objeto de analizar distancias fi-
logenéticas entre todos los individuos en estudio,
tomando el Genbank como punto de referencia.

Resultados

Analisis filogenético

En 54 murciélagos hematofagos D. rotundus se
encontraron 8 haplotipos que formaron 3 clados:

* Clado 1 comprende cinco haplotipos 2, 3, 4,
7 y 8 individuos del Valle del Cauca, Cauca,
Costa Rica y Venezuela. Con individuos en
los municipios del Aguila, Cartago; Cerrito,
Obando y La Victoria en el Valle del Cauca;
Mercaderes en el Cauca; en Venezuela y
Costa Rica.



* Clado 2 con individuos en el departamento
del Amazonas, haplotipo 5y 6 (98) del mu-
nicipio de Puerto Narino.

e Clado 3, con haplotipo 1 de la especie D.
ecaudata (Outgrup).

Los cuales generaron los datos siguientes:

Existen clados que tienen conectividad. En
el Clado 1 se evidencia que los animales de Valle
y Cauca, y Venezuela y Costa Rica tienen proxi-
midad; mientras que en el Clado 2 los individuos
del Amazonas tienen conectividad entre si. El
haplotipo 4 fue el principal y comprendié los mu-
nicipios del departamento del Valle del Cauca
(E1 Aguila ,Cartago, Cerrito, Obando, San Pedro,
La Victoria y Zarzal) y Mercaderes en el Cauca
(Figura 3 y Tabla 2).

45 Hap 2 Venezuela

Hap 3 Costa Rica

" Hap 4 Colombia (Valle del Cauca)
Hap 8 Colombia (Valle del Cauca)

Hap 7 Colombia (Sur del Valle y Cauca)

Hap 5 Colombia (Amazonas)
98 Hap 6 Colombia (Amazonas)

Diphylla ecaudata (Outgroup) Brasil

0.02

Figura 3. Arbol filogenético del murciélago hematéfago Desmodus rotundus.
Valle del Cauca, Colombia.

Tabla 2. Listado de clados y haplotipos de individuos murciélagos hema-
tofagos

Clado Haplotipo Individuos Localidad
1] 1 Diphylla Gembank Brasil
| 2 Venezuela Venezuela
| 3 Costa Rica Costa Rica
Aguila,Cartago,Cerrito,Oban-
4 43 do,SanPedro,Victoria (Valle) y
Mercaderes (Cauca)
Il 5 Ama Amazonas
Il 6 Ama2 Amazonas
| 7 Cer15,Mer2,- Cerrito, Palmira(Valle) Mercades
Merc4,Pal1 (Cauca)
| 8 Oban7 Obando Valle del Cauca

Se realiz6 un analisis de red de haplotipos con
el programa Networdk 4.51.0 con el fin de iden-
tificar el haplotipo principal, que es el numero 4
con 43 individuos y los derivados haplotipos 5y 6
del departamento del Amazonas. Los haplotipos
2 de Venezuela y 3 del Costa Rica estan diferen-
ciados y el haplotipo 7, con individuos del sur
del departamento del Valle y los municipios de
Palmira y Cerrito y el municipio de Mercaderes
en el Cauca, es el haplotipo mas derivado porque
contiene mayor numero de pasos mutacionales.
El haplotipo 8 es del municipio de Obando en el
departamento del Valle del Cauca y derivado del
haplotipo 4 (Figura 4).

Andlisis filogenético del murciélago hematoéfago Desmodus
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Figura 4. Vampiro Comun Desmodus rotundus en Colombia.

Discusion

Los estudios filogeograficos sobre murciélagos
hematéfagos en Latinoamérica son limitados
(Goncalves, 2010), aun mas, en Colombia no
existen. Con este estudio se presenta la primera
vision para determinar varios aspectos genéticos
de la especie D. rotundus en el pais para iniciar
aproximaciones al estudio de migraciones en
poblaciones de murciélagos colombianas.

Se encontraron relaciones entre los indivi-
duos de las localidades en los departamentos
del Valle del Cauca y Cauca y de estos con indi-
viduos en Venezuela y Costa Rica, producto de
las migraciones de esta especie durante varias
décadas, lo que confirma porqué el vampiro es
clasificado como una especie migratoria de tercer
tipo caracteristico de la familia phyllosmatidae
(IGAC, 2009). Se observa que el haplotipo 4 es
posiblemente el haplotipo ancestral debido a que
se encuentra mas conservado y tiene la mayoria
de individuos, alcanzando 43 del total de 54 en
la muestra, los demas son haplotipos satélites.
Se observo conexion entre los clados debido a
factores geograficos, hidrograficos, ecolégicos y
ambientales.

Los geograficos son importantes debido a la
topografia del terreno y las existencias de barre-
ras geograficas, lo que afecta o beneficia la mo-
vilizacion de los murciélagos. En el caso de este
estudio la topografia plana es favorable debido a
la presencia del valle interandino formado por las
cordilleras occidental y central, que se expande
por los departamento de Cauca y Valle del Cauca
(IGAC, 2014).

La hidrografia es importante en la migracion
de quiropteros ya que por ausencia de obstaculos
utilizan los rios para el desplazamiento durante
el vuelo (ICA, 2002). En este caso la existencia
del Macizo colombiano, donde se bifurcan las
cordilleras Central y Occidental y nacen los rios
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Cauca y Magdalena. El Cauca atraviesa ambos
departamentos favoreciendo las migraciones de
los murciélagos (ICA, 2002).

Es importante tener en cuenta que esta especie
hace grandes desplazamientos, especialmente los
machos que tienen un patrén de dispersion mas
evidente, y donde machos juveniles son expul-
sados por los residentes cuando tienen entre 12
y 18 meses de edad por lo que deben buscar un
refugio nuevo (Wilkinson, 1985).

Se observo una relaciéon entre localidades es-
tudiadas debido a la existencia de migraciones
de animales, como es el caso de la proximidad
de individuos del Valle del Cauca y Cauca con
individuos de Centro América (Costa Rica) e
individuos de Venezuela.

La variabilidad genética de D. rotundus en el
Valle del Cauca y Cauca se debe, posiblemente,
a la migracion activa que realizan machos y hem-
bras en busca de alimento. Se observa la exis-
tencia de una migracion forzada favorecida por
la actividad antrépica que destruye ecosistema
obligando al murciélago a ocupar refugios artifi-
ciales cercanos a centros urbanos (Castro, 2014).
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