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Resumen

En este trabajo se analizaron los datos de 113 microsatéli-
tes publicados hasta la fecha para 12 especies de murcié-
lagos. Usamos estos datos para caracterizar su estructura
con base en el tamafio del microsatélite, diversidad de los
alelos, rango de alelos, heterocigosidad y finalmente la pro-
porcion de nucledtidos en la secuencia. Los datos muestran
que los murciélagos son un grupo que va de mediana a
altamente diversidad en microsatélites comparado con
otros mamiferos. Estos datos coinciden con los publicados
para especies con grandes densidades poblacionales. La
evolucién de los microsatélites concuerda con el modelo de
mutacion stepwise, en el sentido de que los microsatélites
de mayor tamafio presentan el mayor nimero de alelos.
Ademas se encontrd que los microsatélites tienden a ser
mas polimérficos y de mayor tamafio en la especie en donde
se desarrollaron que en los clados hermanos.

Palabras clave: amplificacion, evolucién, microsatélites,
modelo stepwise, murciélagos, tendencia de ascertividad.

Abstract

We analyze 113 microsatellite data published for 12 bat
species. We used this data to address the structure of the
microsatellites based in six components: microsatellite
length, allele dispersion, allele diversity, allele range, hete-
rozygosity and number of bases per sequence. Our results
showed that bats ranged between medium to high microsa-
tellite diversity, compare with another mammals. These
results are accord with the data presented in animals with
large populations. Also, the group showed a mutational ten-
dency according with the stepwise model, where larger
microsatellites present a major number of alleles.
Microsatellite evolution showed a decreasing tendency of
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amplification and polymorphism from focal species toward
the sister clades.

Key words: amplification, ascertainment bias, bats, evolu-
tion, microsatellite, stepwise model.

Introduccion

Los microsatélites forman un componente importante y
estan ampliamente distribuidos en el genoma de los verte-
brados. Estas repeticiones de secuencia simple estan pre-
sentes tanto en la regién codificadora como en la no codi-
ficadora y normalmente se caracterizan por su alto grado
de polimorfismo. El origen de su polimorfismo no esta ain
clarificado, pero al parecer se debe a eventos de recombi-
nacion durante la replicacion del ADN (Zane et al., 2002).
Los microsatélites han sido ampliamente utilizados en
muchos campos desde su descubrimiento en 1989 y pre-
sentan enormes ventajas sobre otros métodos genéticos
convencionales ya que son abundantes, polimérficos y per-
miten documentar el genotipo de un individuo en un locus
simple (Balloux y Lugon-Moulin, 2002). Se ha probado que
pueden ser una importante herramienta para describir el
genoma de muchos organismos, se han utilizado para esta-
blecer casos en el area forense y de estudios fésiles, asi
como de igual forma han sido utilizados en el campo de la
genética de poblaciones y en la conservacién y manejo de
recursos biologicos (Frankham et al., 2002).

El mecanismo que dirige la evolucion de los microsate-
lites es incierto, pero se ha demostrado que la distribucién
del tamafio de los microsatélites puede ser comparada
entre especies. Una explicacion potencial de la evolucion de
los microsatélites es la diferencia en la frecuencia de haplo-
tipos de dos especies relacionadas, debido a la deriva géni-
ca y procesos de migracion después de que divergieron de



un ancestro comdn (Hedrick, 1999). Como resultado se
predice que el numero de alelos y el nimero de bases que
componen un microsatélite son mayores en la especie
donde fueron desarrollados que en las especies cercana-
mente relacionadas a ésta, conociéndose esta regla como
“tendencia de ascertividad” (Crawford et al., 1998).

El orden Chiroptera representa casi un cuarto del total
de especies de mamiferos existentes en el mundo. A pesar de
su enorme radiacion dentro de los mamiferos, sus relaciones
evolutivas han sido poco estudiadas y el uso de microsatéli-
tes en ellos se restringe a unos pocos trabajos (Simmons,
2000). Los trabajos que incluyen microsatélites para estudiar
murcielagos han servido para contestar preguntas relaciona-
das con parentesco y paternidad (Plecotus auritus—Burland
et al, 2001; Cynopterus sphinx—Storz et al, 2001b;
Saccopteryx bilineata—Heckel y von Helversen, 2002;
Artibeus jamaicensis—Ortega et al., 2003), estructura social
(Myotis bechsteini—Kerth y Konig, 1999; Myotis myotis—
Castella et al.,, 2001; Cynopterus sphinx—Storz et al., 2001a)
y genética poblacional (Plecotus auritus—Burland et al,
1999; Rhinolopus ferrumequinum—Rossiter et al., 2000). Se
analizaron en este trabajo las secuencias de microsatélites
publicadas para murciélagos con la finalidad de establecer su
caracterizacion y cudles son sus implicaciones en el contexto
evolutivo del grupo. Pretendemos establecer si la estructura
de los microsatélites varia entre las diferentes especies de
murciélagos, utilizando para ello diferentes caracteristicas
convencionales utilizadas para su descripcion. De igual forma
queremos asentar si los microsatélites de mayor tamafio pre-
sentan mayores tasas de mutacion, lo cual tiene implicaciones
evolutivas dentro del grupo de los murciélagos.

Materiales y métodos

Para describir los microsatélites se obtuvieron los datos de
la literatura asi como de trabajos sin publicar. Basamos
nuestro estudio en estos datos y los complementamos con
las secuencias de los microsatélites que fueron tomadas de
su  version  electrénica en el  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para algunas especies las
secuencias en la red electronica aun no estaban disponibles
hasta el 2003, por lo que los microsatélites se analizaron
parcialmente.

Los microsatélites fueron analizados utilizando criterios
similares para todas las especies de murciélagos. El estu-
dio se centrd Unicamente en secuencias de microsatélites
con repeticiones di y trinuclétidos, ademas de incluir unica-
mente Joci polimorficos. El polimorfismo de los microsatéli-
tes fue considerado como una variable dependiente del
numero de individuos muestreados en una o mas poblacio-
nes. Cuando se cont6 con varias poblaciones, el polimorfis-
mo fue calculado por separado para cada poblacién y des-
pués se tomd un promedio de todos los valores obtenidos.
Las caracteristicas con las que se detallaron a los microsa-
télites fueron tomadas de Neff y Gross (2001) y a continua-
cion se describen:

El tamafio del microsatélite fue determinado a partir de
la longitud del alelo clonado. El nimero de repeticiones para
el alelo clonado fue calculado como el nimero de repeticio-
nes de dinucledtidos no interrumpidos por mas de dos
bases, es decir se consideraron repeticiones perfectas e
imperfectas, pero no las repeticiones compuestas e interrum-
pidas (Hancock, 1999). La eleccion de dos bases como maxi-
ma separacion en las repeticiones imperfectas fue debido a
que éstas pueden mostrar la dindmica en el cambio del tama-
fio del microsatélite de igual forma que las repeticiones per-
fectas (Hancock, 1999). Para los alelos, definidos como el
fragmento de PCR contenido en un locus determinado, se
consideraron tres medidas principales: i) Diversidad de ale-
los expresados en los diferentes individuos y definida como
el nimero de repeticiones diferentes localizadas en el mismo
locus (Reich y Goldstein, 1999). ii) El intervalo de los alelos,
calculado como la diferencia en tamafio entre el alelo mas
grande y el mas pequefio expresado en nimero de bases. El
limite inferior fue definido con un minimo de dos repeticiones,
mientras que el limite superior fue variable para cada espe-
cie como resultado de procesos de seleccion o mutacion que
actuan en forma diferente para las poblaciones (Chakraborty
y Kimmel, 1999). iii) Dispersién de alelos, definida como el
nimero de bases que separan a los alelos adyacentes en
cada locus y se calculé dividiendo el rango entre nimero de
alelos menos uno.

La heterocigosidad fue definida como la proporcién de
individuos con cromosomas homélogos pero con diferentes
alelos. En todos los casos se considero la heterocigosidad
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esperada, que es calculada como uno menos la suma de las
frecuencias de los alelos al cuadrado.

Proporcion de cada uno de los cuatro diferentes nucle-
6tidos contenidos en la secuencia del primer y microsatélite.

Para cada una de estas variables dependientes, se
usaron analisis de varianza (ANOVA) con disefios sin balan-
ce entre los datos utilizando la suma de cuadrados del tipo
Ill, para determinar si existian diferencias significativas
entre las especies de murciélagos en estas caracteristicas
de los microsatélites. Los andlisis estadisticos fueron reali-
zados usando SPSS para Windows (version 10.0).

Para establecer la evolucién de los microsatélites se
realizd una prueba de mutacion dirigida, es decir se corre-
laciond el numero de alelos con el tamafio del microsatélite.
Esta medida esta basada en funcién de que los microsatéli-
tes no presentan una tasa de ganancia/pérdida de nucleéti-
dos del tipo simétrico por igual, sino que los microsatélites
de mayor tamafio presentan un exceso de adiciones o muta-
ciones (Amos, 1999). Por otro lado, cuando los datos lo per-
mitieron, se reportd la tendencia de ascertividad de los
microsatélites o la amplificacion cruzada de los microsatéli-
tes en especies hermanas, basandonos en el supuesto de
que los microsatélites seleccionados evolucionan de una
especie focal y disminuiran en tamafio y nimero de acuerdo
con la sistematica del grupo (Ellegren et al., 1995).

Resultados

Los datos corresponden a las siguientes 12 especies de
murciélagos: Cynopterus sphinx (Storz, 2000), Saccopteryx
bilineata (Heckel et al., 2000), Hipossideros turpis
(Echenique-Diaz et al, 2002), Rhinolopus ferrumequinum
(Rossiter et al., 1999), Artibeus jamaicensis (Ortega et al.,
2002), Tonatia silvicola (Dechmann et al, 2002),
Thyroptera tricolor (Vonhof et al, 2001), Miniopterus
schreibersii (Miller-Butterworth et al., 2002), Nyctalus noctula
(Mayer et al.,, 2000), Eptesicus fuscus (Vegel y McCracken,
2001; Vonhof et al,, 2002), Myotis myotis (Castella y Ruedi,
2000) y Plecotus auritus (Burland et al., 1998).

De estas especies se han descrito hasta la fecha un
total de 113 microsatélites, presentando un intervalo de 5
a 14 microsatélites por especie (Figura 1).

Las especies con microsatélites descritos corresponden
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Figura 1. Rango del numero de microsatélites desarro-
llados para las doce especies de murciélagos:
Cynopterus sphinx (a), Saccopteryx bilineata (b),
Rhinolopus ferrumequinum (c), Thyroptera tricolor (d),
Artibeus jamaicensis (e), Nyctalus noctula (f), Plecotus
auritus (g), Myotis myotis (), Hipossideros turpis (i),
Tonatia silvicola (j), Eptesicus fuscus (k), Miniopterus
schreibersii (7).
unicamente al 1.3% del total de las especies de murciélagos
en el mundo. Los microsatélites se encuentran distribuidos de
la siguiente manera entre las diferentes familias de murciéla-
gos, expresado como numero de especies con microsatélites
descritos/niimero total de especies en la familia (Jones et al.,
2002): Pteropodidae (1/158), Emballonuridae (1/47),
Rhinolopidae (1/63), Hipposideridae (1/66), Thyropteridae
(1/2), Phyllostomidae (2/145) y Vespertilionidae (5/314).

El 95% de los microsatélites fueron dinucledtidos con
repeticion de bases adenina (A) y citosina (C) y el 5% res-
tante fueron trinucledtidos con diferentes combinaciones
de repeticiones de guanina (G), tiamina (T) y C. Para este
estudio Unicamente se consideraron los microsatélites
dinucledtidos. La media y el error estandar de las medidas
consideradas se resumen en el Cuadro 1.

Se encontré que lo mas relevante para cada medida
fue que i) el polimorfismo mostrado por las especies de
murciélagos fue relativamente alto (11.1 3.7) comparado
con otras especies de vertebrados. El menor rango de ale-
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los obtenido fue de 5 (H. turpis) y el mayor de 18 (M.
schreibersii), siendo este dltimo el de mayor posibilidad de
recombinacion y plasticidad. El tamafio de los microsatélites
varié desde 14 bases como minimo hasta 23 como maximo
(20.07 5.2). Las especies de vespertilionidos obtuvieron
los valores mas altos, mientras que T. tricolor mostré los
mas bajos;

ii) La diferencia entre el microsatélite de mayor y menor
tamafio vari6 de 19 hasta 38 pares de bases. En M. myotis
se encontr6 el microsatélite del limite inferior (7 bases),
pero el valor de la medida no fue el menor debido a que esta
especie presenta microsatélites de gran tamafio para com-
pensar este efecto. El valor mas bajo fue para T. silvicola
debido a la uniformidad en tamafios entre los diferentes
microsatélites, ademas de tener muy pocas secuencias des-
critas;

iii) la dispersion de los alelos fue relativamente alta y
poco variable entre las diferentes especies de murciélagos
(ANOVA: r2 = 0.10, F = 2.34, P = 0.19). La dispersion fue
mas alta en los megaquirdpteros que en los microquirbpteros
con excepcion de A. jamaicensis que presenta un valor similar
al de C. sphinx.

Todas las especies de murciélagos mostraron valores
medios-altos de heterocigosidad con respecto al valor

100 - I
I 2227,
20 2227,
& 2227,
2227,
w 2227,
H 11
- . . 222,
> AT 2,
= 60 1 estent 2%
¢ an ety 27
2 ) 11
® e 2227,
= e 2227,
- Sentent 2227,
40 4 an ety 21
g ) 11
a tettenty LLeL
1 e 2227,
O Sentent 2227,
w eetent 2777
an ety 27
20 1 an ety 21
an ety 27
un ety 21
un ety 27
un ety %
s:-_s:-_w. 1P
0 T S T T Ll )
A c G T
Nucledtido

Figura 2. Distribucion de los cuatro nucleodtidos presen-
tes en las secuencias de los microsatélites (a= adenosi-
na, c= citosina, g= guanina y t= timina).

publicado para otras especies de vertebrados. Esta medida
tuvo un rango de 0.5 hasta 0.8 (0.64 - 0.11).

A pesar de que las bibliotecas gendmicas se encuen-
tran enriquecidas con secuencias AC, la proporcion de
las cuatro bases de nucledtidos fue uniforme en los
microsatélites para todas las especies de murciélagos
(ANOVA: r2 = 0.07, F = 7.79, P > 0.05, Figura 2). Cabe
mencionar que esta uniformidad en el nimero de bases se
puede deber a la inclusion de los primers que no son secuen-
cias especfficas, ademas de que muchos de los microsatélites
son imperfectos y presentan bases ajenas al motivo AC.

Con respecto a la evolucion de los microsatélites pode-
mos decir que existe una fuerte mutacién dirigida por parte
de los microsatélites encontrados en murcielagos. Los
datos muestran que los microsatélites con un mayor nime-
ro de bases tienden a tener un mayor nimero de adiciones
por lo que se correlacionaron positivamente con el nimero
de alelos (Correlacion multiple: r* = 0.40, gl = 106, P< 0.01,
Figura 3).
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Figura 3. Correlacion positiva entre el tamario de los
microsatélites de los murciélagos y el numero de alelos
presentes en cada uno de ellos.

La tendencia de ascertividad Unicamente fue probada
para ocho especies de murciélagos. Los datos en general
muestran una tendencia en la disminucion en el polimorfis-
mo y nimero de alelos conforme se aleja del clado en
donde se describieron los microsatélites. Para C. sphinx el
55% de los microsatélites amplificaron para C. brachyotis
pero no fueron probados en las otras tres especies de
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Cynopterus o en el clado hermano (Dyacopterus spadiceus).
Los microsatélites de S. bilineata amplificaron casi en su
totalidad para la especie hermana S. leptura. Sin embargo,
amplificaron solamente en un 25% para Centronycteris
maximiliani y para Balantiopteryx plicata que son los clados
hermanos y en un 50% para Rhynchonycteris naso que esta
en un clado mas alejado. Los microsatélites de T. tricolor
amplificaron en casi 100% para T. lavali que es la Unica
especie hermana, ademas de que fueron poco efectivos
(< 20%) para los clados hermanos de las familias
Furipteridae y Natalidae, y nulos para la familia
Vespertilionidae. Los microsatélites de A. jamaicensis ampli-
ficaron en un 100% para las especies hermanas A. lituratus,
A. obscurus'y A. planirostris, en un 72% para los géneros
hermanos Koopmania'y Dermanura, entre un 57 y un 64%
para las subfamilias hermanas Carollinae, Stenodermatinae
y Glossophaginae, y en un 25% para la familia hermana
Mormoopidae. Los microsatélites de M. schreibersii fueron
probados con un 100% de efectividad en la especie herma-
na M. fraterculus y con un resultado del 40% para el clado
hermano Chaeropon sp. Los microsatélites de N. noctula
amplificaron en un 72% para la especie hermana N. leisleri
en un 63% para varias especies de Pipistrellus, Eptesicus,
Plecotus, y fueron poco efectivos en dos especies de Myotis.
Los microsatélites de P. auritus funcionaron en un 100% en
P. austriacus y Corynorhinus towsendi, entre un 33y 66%
para varias especies de los clados hermanos de Myotis y
Pipistrellus. Finalmente, los microsatélites desarrollados
para E. fuscus muestran el siguiente gradiente diminutivo de
amplificacion para los siguientes géneros: Antrozous pallidus
(88%), C. towsendi (88%), Pipistrellus subflavus (66%),
Lasionycteris notivagans (55%), Lasiurus (2 especies,
44%) y Myotis (5 especies, 33%).

Discusion

Se analizaron 113 microsatélites correspondientes a 12
especies de murcielagos. Desde el descubrimiento de los
microsatélites en 1989 hasta la fecha, son pocos los traba-
jos que se han desarrollado para murciélagos, comparados
con otros grupos de mamiferos (e. g. felinos, canidos, pro-
boscideos, etc.) en donde por ser mas carismaticos se han
desarrollado una gran cantidad de microsatélites. La fami-

lia Vespertilionidae, que es una de las mas diversas, conto
con el mayor numero de microsatélites descritos, pero algu-
nas otras estan pobremente representadas o no se ha des-
crito ninglin microsatélite hasta la fecha (e. g. Molossidae,
Mormoopidae, Noctilionidae, etc.). En este trabajo sola-
mente se describieron las secuencias con un solo motivo
(AC) que es el mas comun en vertebrados (Neff y Gross,
2001), pero es posible que microsatélites con diferentes
motivos y tamafios sean desarrollados en un futuro para el
grupo, lo cual complementaria la informacion existente.

Se encontr6 que los microsatélites son variables en
estructura dentro de las diferentes especies de murciélagos
y esto puede ser explicado por las diferentes historias de
vida y procesos demograficos y ecolégicos que son particu-
lares para cada especie (Neff y Gross, 2001). Sin embargo,
el rango de variacion en estructura encontrado entre las
diferentes especies de murciélagos no fue tan grande como
cuando se comparan valores entre grupos mas distantes
como peces y mamiferos, o aves y anfibios (Neff y Gross,
2001). Como grupo se puede considerar que los microsa-
télites de los murciélagos presentaron valores medianos y
altos comparados con otros mamiferos. Especies con altas
densidades poblacionales presentan mayores valores en la
estructura de los microsatélites que especies con bajas
poblaciones. Se ha visto que especies que se encuentran en
peligro de extincion como el elefante africano (Loxodonta
africana—Nyakaana y Arctander, 1998), lobos europeos
(Canis lupus—*Flagstad et al, 2003), mustela de patas
negras (Mustela nigripes—Wisely et al., 2002), leopardo
oriental (Uphyrkina et al, 2002), entre otros, presentan
una baja variabilidad en microsatélites y bajos valores en
sus caracteristicas en general. Para las especies en donde
se ha sequido el mismo tratamiento dado para los murcié-
lagos en este trabajo, se ha encontrado que son especies
en peligro de extincion presentan valores bajos (Neff y
Gross, 2001). Eventos como cuellos de botella, pérdida de
habitat, deriva génica, caza excesiva, enfermedades con
alta mortalidad en la poblacién, bajas tasas reproductivas o
poca movilidad de los individuos, provocan disminucion en
la variabilidad genética en general para la especie. Por otro
lado, especies que presentan poblaciones grandes mues-
tran elevados valores en las caracteristicas de los microsa-
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telites (e. g. Felis catus—Menotti-Raymond y O’Brien,
1995; Homo sapiens—Beck et al., 1996). Las especies de
murciélagos en los que se han descrito los microsatélites no
se encuentran en ninguna lista de categorias de riesgo, lo
cual concuerda con nuestros altos valores correspondien-
tes a poblaciones relativamente abundantes y sin algun pro-
blema relacionado con pérdida en la variabilidad genética.

En este trabajo se encontré que el tamafio del micro-
satélite es un factor importante en la tasa de mutacién. En
diferentes especies se ha demostrado que la tasa de muta-
cion esta relacionada con el tamafio de la secuencia
(Primmer et al, 1998). Nuestro estudio apoya la idea de
que entre mas grande sea el microsatélite mayores seran
las diferencias en el nimero de alelos expresados por
locus, lo que trae como consecuencia un alto polimorfismo.
Nosotros encontramos una correlacion significativa entre el
tamafio del microsatélite y el numero de alelos encontra-
dos, los cuales son consistentes con el modelo de mutacion
stepwise (Shriver et al., 1993). Todos los murciélagos mos-
traron una diferencia de dos pares de bases entre un alelo,
lo cual indica que solamente se afiade un par de bases a la
vez en cada paso concordando con el modelo de mutacion
arriba mencionado. La dispersion de los alelos se mostrd
particularmente alta en la Unica especie de megaquirépte-
ro en donde se han desarrollado microsatélites (C. sphinx);
sin embargo, seria conveniente probar si se conserva esta
tendencia en otras especies del suborden o es un simple
artefacto de la densidad poblacional. Para algunas especies
que son particularmente abundantes como Myotis myotis
no se encontraron valores tan altos, por lo que es posible
que sea una caracteristica particular para el suborden
Megaquiréptera.

La evolucion de los microsatélites en murciélagos
apoya la hipétesis de la tendencia de ascertividad. La teo-
ria predice que si existe una tendencia de ascertividad en
los microsatélites, entonces el tamafio de los microsatélites
en el clon (especie focal) debe ser mas grande que en los
clados hermanos (Schidtterer, 2000). En las especies en
donde fue posible comparar la teoria, se vio que efectiva-
mente los microsatélites fueron mas grandes y polimérficos
en las especies focales que en los clados hermanos.
También se encontré que la amplificacion de los microsaté-

lites disminuia conforme se alejaba del clado en donde fue-
ron descritos. Es importante resaltar que es posible des-
arrollar microsatélites en especies abundantes y ser proba-
dos en especies hermanas que no son tan comunes o faci-
les de capturar. Uphyrkina y colaboradores (2002) proba-
ron la efectividad de microsatélites desarrollados en gatos
domésticos, aplicandolos a especies en peligro de extincion
como el leopardo oriental, el puma de Florida o chitas. En
el caso particular de A. jamaicensis, nosotros probamos la
efectividad de los microsatélites en especies que se
encuentran en alguna categoria de riesgo como
Leptonycteris nivalis, o bien en especies en las que la taxo-
nomia no esta claramente definida como A. obscurus.

El uso de herramientas genéticas como los microsate-
lites tiene un gran impacto debido a su habilidad de resol-
ver muchas preguntas relacionadas con genética de la con-
servacion y evolucion (Hedrick, 1999). En este trabajo des-
cribimos los microsatélites desarrollados para los murciéla-
gos hasta la fecha y discutimos sobre sus posibles implica-
ciones evolutivas. Consideramos que esta herramienta
cientifica ha sido utilizada en contadas ocasiones para un
grupo tan grande como el de los murciélagos y que tiene
un gran potencial para contestar preguntas relacionadas
con los campos de la conducta, dindmica poblacional, con-
servacion y taxonomia.
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