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RESUMEN

Capitulo 1. Se evalud el efecto del ruido antropogénico en los pulsos de ecolocacion de los
murciélagos insectivoros aéreos Molossus sinaloae y Mormoops megalophylla dentro de un
habitat urbano y uno natural. Para ello se realizaron grabaciones acusticas de ambas especies
usando detectores de ultrasonidos en cuatro diferentes puntos de la ciudad de Cuernavaca y en la
Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla. De manera simultanea a las grabaciones se midié la
intensidad del ruido ambiental en dB utilizando un sonémetro (BENETECH, GM 1351). Las
secuencias de ecolocacion grabadas se analizaron con el software BatSound 4.2 (Pettersson
Elektronik), midiendo en cada pulso cuatro pardmetros de frecuencia (kHz) y dos de tiempo (ms).
Los resultados mostraron que, bajo el ruido de fondo a una intensidad de 75 dB en el ambiente
urbano, M. sinaloae incremento las frecuencias de sus pulsos de ecolocacion, tanto bajos como
altos, en 5.8 kHz en promedio. Para M. megalophylla, solo se observaron cambios
estadisticamente significativos en las frecuencias de inicio y final de los pulsos, asi como a la
mitad de estos. El incremento de la frecuencia de maxima amplitud para M. sinaloae, podria ser
una respuesta al efecto Lombard, que es el incremento en la amplitud vocal en respuesta al
aumento del ruido de fondo. Este trabajo presenta las primeras pruebas del efecto del ruido

antropogénico como un factor de variacion en las sefiales ecolocacion.

Capitulo 2. La medicidon de las concentraciones de cortisol representa una fuente de informacion
para estudiar el estrés animal. En este capitulo se us6 un método menos invasivo que el que
implica una toma de muestra sanguinea para cuantificar y comparar las concentraciones de
cortisol en especies, sexos y familias de murciélagos insectivoros. La colecta de individuos se
efectud por medio de redes de niebla, las cuales se colocaron atravesando cuerpos de agua y en

las proximidades a la salida de refugios cavernicolas en tres diferentes sitios del estado de



Morelos. Cada individuo capturado se coloco dentro de un saco de manta por un periodo méaximo
de dos horas, para obtener sus heces fecales, las cuales fueron colocadas en tubos Eppendorf con
etanol al 70%, y almacenadas en refrigeracion a 4° C hasta su procesamiento. La cuantificacion
de cortisol se realizé6 por medio de un andlisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando un kit DGR Cortisol (DGR Instruments GmbH,
Alemania). Los resultados de los analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas en
las concentraciones de cortisol entre especies, sexos y familias, no obstante, las concentraciones
de cortisol pueden variar dependiendo del sexo, edad, estado reproductivo, ritmos circadianos y
tipo de alimentacion de los individuos. Si bien para este trabajo los resultados no permitieron
asociar las concentraciones de cortisol como respuesta al estrés fisioldgico, este estudio muestra
que es factible el uso de una técnica de muestreo no invasiva para la obtencion de muestras
bioldgicas y que los resultados no son reflejo del estrés causado por la captura. Los resultados
servirdn para tener valores de referencia de cortisol para diferentes especies de murciélagos

insectivoros y aportar informacion para futuros proyectos de conservacion.



l. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Orden Chiroptera

El orden Chiroptera estd conformado por 1240 especies a nivel mundial (Sanchez et al., 2015),
139 en México (Ramirez-Pulido et al., 2014) y 56 en el estado de Morelos (Lara-Nufiez, 2015).
Adaptaciones morfolégicas, fisioldgicas y sensoriales les ha permitido colonizar casi todos los
habitats conocidos (Hutson et al., 2001; Schnitzler y Kalko, 2001). Su alimentacion es variada,
abarca frutos, polen, néctar, pequefios vertebrados, artrépodos, insectos y sangre (Schnitzler y
Kalko, 2001). Debido a la diversidad en su dieta desempefian importantes servicios
ecosistémicos, contribuyen en la dispersion de semillas y polinizacion de las plantas, son
controladores de plagas agricolas y consumidores de insectos responsables de transmitir

patégenos a los humanos (Kunz et al., 2011).

1.1.2 Ecolocacién

La ecolocacion es la emision de sonidos de alta frecuencia que tiene como proposito el analisis
del eco para crear una imagen acustica, a través de este sistema, los murciélagos perciben formas,
tamanos y texturas del entorno que les rodea (Neuweiler, 2000). Este sistema comprende dos
componentes principales, la transmision de los sonidos a traves de la laringe y la recepcion de los

ecos por medio de los oidos asociados al sistema neural (Neuweiler, 2000).

El sonido se produce con el paso del aire a través de las cuerdas vocales, haciendo que estas
vibren, las contracciones de los musculos de la laringe tensan las cuerdas vocales cambiando la

frecuencia del sonido (Altringham, 1996). La perfecta sincronia de la apertura y cierre de la
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glotis, por medio de los musculos internos de la laringe, controla el inicio y final del pulso de

ecolocacion, asi como su frecuencia y forma (Metzner y Miller, 2016).

El pabelldn auricular es el receptor del sonido el sonido viaja a lo largo del canal del oido
externo hacia la membrana timpanica, transmitiendo vibraciones a los huesecillos del oido medio
y posteriormente a la ventana oval (Altringham, 1996). A lo largo del canal de espiral de la
coclea se transmiten las vibraciones provenientes de la ventana oval, en su interior las células
ciliadas del 6rgano de Corti transforman las ondas sonoras en impulsos nerviosos hacia el cerebro

(Neuweiler 1980; 2000).

Los pulsos de ecolocacidn son de corta duracion ya que abarcan una fraccion de un segundo,
generalmente estan a una frecuencia por encima de los 20 kHz (que es el rango de audicion
humana), hasta 200 kHz (Fenton, 2002). Su disefio depende de la especie que los emite, el habitat
y la estrategia de forrajeo, asi como del tipo de presa (Schnitzler, et al., 2003). Los principales
componentes (Figura 1) de cada pulso de ecolocacion son la frecuencia modulada (FM) y la
frecuencia constante (FC). Los pulsos FM son de banda ancha debido a los cambios de frecuencia
presentes en la estructura de la sefial, de corta duracion (2-5 milisegundos). Las especies que
utilizan este tipo de sefial forrajean cerca de los bordes, del sustrato y entre la vegetacion por lo
que la emision de estos pulsos les permite diferenciar los ecos de la configuracion del fondo y su
alimento (Schnitzler y Kalko, 2001). La sefial de banda estrecha es caracteristica de los pulsos
FC, se presentan pocos cambios de frecuencia en la estructura de la sefial, son de mayor duracién
que los pulsos FM (6-60 milisegundos; Neuweiler, 2000). Los murciélagos que en sus pulsos
tienen como componente principal la FC vuelan y cazan en espacios abiertos (Schnitzler y Kalko,
2001). Debido a que los pulsos FM son utilizados principalmente para la localizacién de un

objetivo y los FC para la deteccidn, especies diferentes de murciélagos utilizan una combinacion




de ambos componentes (Altringham, 1996; Schnitzler y Kalko, 2001). Al no haber una clara
diferencia entre los componentes FM y FC se presenta una Frecuencia Quasi Constante (FQC),
los cambios en la frecuencia son de pocos kHz entre el inicio y final del pulso (Schnitzler y

Kalko, 2001).

80 —

e

=
e
=

Frecuencia (kHz)
I
s
L]
A

400 450
Tiempo (ms)

Figura 1. Componentes de un pulso de ecolocacién de Pteronotus parnellii: frecuencia constante (FC),

frecuencia modulada (FM), frecuencia cuasi constante (FQC).

Durante el proceso de forrajeo los murciélagos emiten en promedio de 4 a 12 pulsos de
ecolocacion por segundo, con intervalos de larga duracién. Algunas sefiales de busqueda
dependiendo de la especie cominmente tienen una duracion mayor a 10 ms. Al detectar una

presa, la taza de emision de los pulsos es alta y los intervalos comienzan a decrecer, una vez que
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el murciélago comienza la persecucion de la presa, la taza de emision de los pulsos incrementa y
antes de la captura el murciélago emite un “buzz”, que consiste en una secuencia con pulsos de
ecolocacion de menor duracion que los anteriores y cortos intervalos de tiempo (Neuweiler,

2000).

Algunos murciélagos insectivoros escuchan los sonidos generados por sus presas, para su
ubicacion y posterior captura sobre alguna superficie (Denzinger y Schinitzler, 2013). Los
murciélagos insectivoros aéreos que capturan a sus presas durante el vuelo utilizan la ecolocacion
como parte de este proceso. Al momento del forrajeo la informacion recibida les permite
localizar, identificar y capturar a sus presas (Schnitzler y Kalko, 2001). El uso de la ecolocacién
no es propio de los murciélagos, los sonidos de alta frecuencia o ultrasonidos también son

utilizados por ballenas, delfines, musarafias y algunos roedores (Altringham, 1996).

1.2 Estrés fisiologico

El estrés es la respuesta fisiologica de los individuos a factores biéticos y abidticos para adaptarse
al habitat en un determinado tiempo (Wingfield et al., 1997; Romero, 2004; Wingfield y Romero,

2011).

Durante el periodo de estrés se consideran tres fases: fase de alarma, resistencia y colapso.
En la primera se percibe el estimulo, posteriormente viene la fase de resistencia, donde el sistema
fisioldgico del organismo actua para que el individuo supere o se adapte a la amenaza. Es durante
la fase de agotamiento o colapso que el organismo esta respondiendo constantemente al estimulo,

por lo que pierde su capacidad de adaptacion o resistencia (De Camargo, 2004).




Los factores de estimulacion pueden ser de corta duracion, como huir de un depredador o
pueden ser prolongados, cuyos efectos se acumularan por horas o dias, tales como los periodos
largos de sequia (Wingfield y Romero, 2011). La sobreestimulacion de las respuestas de
afrontamiento por un periodo largo de tiempo se conoce como estrés crénico, por lo que los

individuos podrian sufrir efectos deletéreos en sus distintas funciones biolégicas (Romero, 2004).

McEwen y Wingfield (2003), definen como alostasis al mantener la homeostasis (estabilidad
fisioldgica de los sistemas) a través del cambio; como carga alostatica, los requerimientos
energéticos que necesitan los individuos para realizar sus funciones diarias, y como sobrecarga
alostatica, a la demanda extra de energia que sobrepasa las capacidades de los individuos para
generarla. De acuerdo con esta definicion el término estrés seria utilizado sélo para la respuesta
fisioldgica inmediata que permitira la supervivencia de los individuos (Wingfield, 2003; Romero,

2004).

Segundos después de percibir un estimulo estresor, el sistema nervioso simpatico libera
catecolaminas de la médula suprarrenal (adrenalina y noradrenalina; Figura 12), seguido de la
respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-adrenales el cual secreta la hormona liberadora de
corticotropina (CRH por sus siglas en inglés). La CRH estimulara a la adenohipofisis para que se
libere adrenocorticotropina (ACTH) induciendo la secrecion de glucocorticoides de la corteza
adrenal (cortisol y corticosterona). Los glucocorticoides proveen al organismo una conversion de
proteinas y lipidos en carbohidratos utilizados como energia (Wingfield et al., 1997; Sapolsky et

al., 2000; Hernandez-Jauregui et al., 2005; Mitrovic, 2005).

La secrecion de glucocorticoides durante un periodo de tiempo corto (horas o dias) o estrés

agudo provocara en el organismo cambios conductuales que tienen como Unico propoésito




asegurar la supervivencia (Wingfield et al., 1997; Wingfield, 2003).Por el contrario, si el
organismo es expuesto por un largo periodo de tiempo (por ejemplo: semanas) a un estrés crénico
y por tanto la secrecion de glucocorticoides ser constante, se presentaran efectos negativos como
la supresion del sistema reproductivo e inmune, la perdida de proteinas, la muerte celular
neuronal, asi como la inhibicion del crecimiento (Wingfield, 2003; Wingfield y Romero, 2011,

Figura 12).

El presente trabajo se divide en dos capitulos independientes.

El capitulo uno analiza el efecto del ruido referido al trafico vehicular en pardmetros
especificos de frecuencia y tiempo de los pulsos de ecolocacion de Molossus sinaloae y
Moormops megalophylla. Los resultados aportaran informacion sobre el ruido de alta intensidad

como un posible factor de variacion en los pulsos de ecolocacion.

En el capitulo dos se determinaron concentraciones de cortisol para diferentes especies de
murciélagos insectivoros. Para ello se utilizaron heces fecales como muestra bioldgica, el uso de
este método es menos invasivo que la colecta de muestras de sangre actualmente utilizado en
diferentes estudios con murciélagos. Los resultados serviran para tener valores de referencia de
las concentraciones de cortisol, informacion que aln es escasa para murciélagos y cémo estos

pueden ayudar en proyectos de conservacion.




CAPITULO |

Efecto del ruido antropogénico en los pulsos de ecolocacion de Molossus

sinaloae y Mormoops megalophylla.
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1. INTRODUCCION

1.1 Efectos de la urbanizacion

Dentro de las actividades antropogénicas, la urbanizacién es causa de importantes dafios al
habitat natural, sus efectos son la deforestacion, la construccion de edificaciones y de caminos
asfaltados, generan alteraciones perceptibles dentro de las comunidades naturales, no solo en
términos de composicién de las especies, sino también en abundancia, riqueza y uniformidad

(McKinney, 2006; Faeth et al., 2001).

Como consecuencia de los efectos antropogénicos en la vida silvestre, diferentes especies
presentan cambios conductuales en los patrones de actividad, alimentacion y ciclos reproductivos
(Ditchkoff et al., 2006). Uno de los factores mas notorios es el incremento en las tasas de
mortalidad, ya que en las ciudades la produccion de contaminantes y propagacion de
enfermedades entre la fauna silvestre, se magnifica por las carreteras y depredacion por animales

domésticos (Ditchkoff et al., 2006).

Los efectos de la urbanizacion no son totalmente nocivos para todas las especies, diversos
grupos de animales son considerados sinurbicos o explotadores urbanos, es decir, logran

sobrevivir aprovechando los recursos que les ofrece la ciudad (Luniak, 2004; Mckinney, 2002).

1.2 Ruido antropogénico

Se puede definir al ruido como un sonido fuerte, desagradable, inesperado e indeseado (Hendriks
et al.,, 2013). La creciente demanda hacia los servicios de transporte y otras actividades

antropogénicas provocan que el ruido en las ciudades sea cada vez mas intenso y constante que el
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de las fuentes naturales (Kight y Swaddle, 2011). El ruido ambiental inhibe las sefiales acusticas
emitidas y detectadas por diferentes especies animales, un efecto Illamado enmascaramiento
acustico (Barber et al., 2009). Los ajustes vocales para sobrepasar el ruido ambiental a menudo
pueden tener efectos directos o indirectos en la adecuacion de las especies (Read et al., 2014).
Por ejemplo, las aves que logran ajustar la frecuencia de sus cantos a los entornos urbanos
incrementan su éxito reproductivo, contrario a lo que sucede con los individuos que carecen de la
plasticidad a este ajuste vocal (Salabbekoorn y Peet, 2003). Las respuestas conductuales al ruido
se pueden observar en los cambios de los patrones de actividad y el suefio, en la distribucién
espacial, el tiempo invertido en la vigilancia antidepredatoria y en los cambios de las sefiales

acusticas utilizadas para la defensa del territorio (Francis y Barber, 2013).




2. ANTECEDENTES

2.1 Variacion en los pulsos de ecolocacion

Existen diferentes factores por los que los pulsos de ecolocacion varian respecto a su frecuencia y
duracion mas alla de los que se presentan de acuerdo con el modo de forrajeo y héabitat de

forrajeo (Schnitzler y Kalko, 2001).

Estas variaciones pueden ser debidas al aislamiento geogréfico, se han observado diferencias
de 5-10 kHz en los pulsos de ecolocacion de una misma especie entre distancias de 100 a 1000
km (Jiang et al., 2015). A nivel de interacciones sociales. también se ha observado que los pulsos
de Noctilio albiventris mostraron frecuencias mas altas al ser utilizados como una forma de
comunicacion entre conespecificos (Voigt-Heukce et al., 2010). La época reproductiva y el sexo
de las especies también son factores de variacion, en individuos de Eptesicus fuscus se observo
que los machos emiten pulsos de mayor duracién durante la época de apareamiento (Grillot et al.,
2014). La altura de vuelo es un factor de variacion en los pulsos de ecolocacion. Guillam et al.,
(2009) observaron que a distancias cortas (30 m) del suelo las frecuencias de los pulsos de T.
brasiliensis son més altas y la duracion es menor, conforme van tomando altura va aumentando
(> 500 m) la duracion de los pulsos y disminuyendo las frecuencias. También se han observado
variaciones en los pulsos de ecolocacion durante el desarrollo posnatal, observandose un patron
en el aumento en el uso de las frecuencias y una reduccion en la duracion de los pulsos (Moss et

al., 1997; Liu et al., 2007; Varela-Boydo, 2017).
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2.2 Efecto del ruido antropogénico en murciélagos

Los pulsos de ecolocaciéon de los murciélagos son susceptibles a diferentes estimulos acusticos
que potencialmente podrian interferir con la recepcion del eco (Guillam y Montero, 2016), desde
los sonidos naturales hasta los causados por actividades antropogénicas (Guillam y Montero,
2016). El ruido ambiental producido por factores antropogénicos puede enmascarar los sonidos
producidos por las presas, asi como, los componentes de baja frecuencia en los pulsos de
ecolocacion emitidos por ciertas especies de murciélagos (Altringham y Kerth, 2016). A una
distancia aproximada de 15 metros de un camino o carretera la intensidad del ruido se aproxima a
los 30 dB, por lo que potencialmente podria sobrelaparse con los ecos recibidos para las especies

gue emiten pulsos de ecolocacién en un rango frecuencias de 30 kHz (Luo et al., 2015).

Se ha evaluado los efectos de la interferencia del ruido antropogénico en los murciélagos que
utilizan principalmente el sonido emitido por sus presas durante el forrajeo y los que usan la

ecolocacion durante la alimentacion y navegacion.

Los murciélagos insectivoros Myotis myotis, y Antrozous pallidus sometidos a grabaciones
de tréafico vehicular disminuyeron su actividad con una intensidad del ruido > 60 dB (Schaub et
al., 2011; Bunkley y Barber 2015). Luo y colaboradores (2015) observaron que bajo condiciones
controladas al reproducir pistas de audio con grabaciones del trafico vehicular a través de
altavoces (> 75 dB) disminuye la eficiencia de forrajeo de M. daubentonii aun cuando el ruido no

enmascaro el ruido generado por sus presas.

En otro estudio se constatd que los niveles de actividad de Tadarida brasiliensis disminuyen
en sitios con el ruido producido por compresoras de gas, ademas se observé que la duracién de

sus pulsos de ecolocacion fue mas larga al compararlos con los emitidos en sitios sin las
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compresoras (Bunkley et al., 2015). En los pulsos de Rhinolophus ferrumequinum se observé un
incremento en la amplitud al estar expuestos a un ruido intenso (Hage et al., 2012), los
investigadores asociaron el incremento de la amplitud como una respuesta al efecto Lombard
descrito como el incremento en la amplitud vocal en respuesta al aumento del ruido de fondo

(Zollinger y Brumm, 2011).

Recientemente se realizo un trabajo en la ciudad de Cuernavaca, México, donde se grabaron
los ultrasonidos emitidos por 12 especies de murciélagos insectivoros aéreos (Lara-Nufez, 2015).
Las grabaciones se realizaron en parques caracterizados por densa cobertura vegetal y cuerpos de
agua, en zonas residenciales con extensas areas de jardin y albercas y zonas con alta densidad de
viviendas donde la cobertura vegetal es escasa y tiene una densidad mayor a 400 habitantes por
hectarea. Aunque en dicho trabajo no se cuantificd parametros de los pulsos de todas las especies,
la revisién de los espectrogramas permitié observar que las frecuencias de los pulsos de
ecolocacion de solo dos especies Molossus sinaloae (grabados en todos los sitios de muestreo) y
Mormoops megalophylla (grabado en los parques y dentro de un sitio en la zona residencial) eran
mas altas que las reportadas para sitios no urbanos dentro del estado de Morelos (Rizo-Aguilar,

2008; Orozco-Lugo, 2013).

Debido a lo anterior, en este trabajo se analiz6 si el ruido antropogénico es un posible factor
de variacion en los cambios de frecuencia de los pulsos de ecolocacién de M. sinaloae y M.

megalophylla.
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3. HIPOTESIS

El ruido antropogeénico se puede sobreponer a las sefiales acusticas emitidas por los murciélagos
que utilizan la ecolocacion, por lo que la intensidad del ruido ambiental afectara los componentes
de los pulsos de ecolocacion de las especies Molossus sinaloae y Mormoops. megalophylla. Los
componentes de frecuencia de los pulsos de ecolocacion incrementardn como respuesta a la

superposicién del ruido, mientras que los componentes de tiempo no se veran modificados.

4. OBJETIVOS

Analizar el efecto del ruido antropogénico en los componentes de los pulsos de ecolocacién de

los murciélagos Molossus sinaloae y Mormoops megalophylla.

Comparar los cambios de frecuencia y duracién en los pulsos de ambas especies entre el habitat

urbano y natural.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Especies de estudio

Molossus sinaloae. Pertenece a la familia Molossidae y dentro del género es la segunda especie
de mayor tamafio (14-28 gr). Se alimenta de insectos de cuerpo blando que caza en el aire, habita
en el bosque tropical caducifolio y bosque templado. Es una especie tolerante a diferentes
perturbaciones del habitat (Santos, 2014). M. sinaloae forrajea en espacios abiertos usualmente
por encima de las copas de los arboles (Schnitzler y Kalko, 2001), emitiendo pulsos de baja
frecuencia, banda estrecha, larga duracion y una alternancia de frecuencias visualizandose en el
espectrograma en forma escalonada (Figura 2; O’Farrel 1999) ademas de presentar alta
plasticidad en los parametros de sus pulsos de ecolocacién (Jung et al., 2014) .Anteriormente se
ha grabado a esta especie en vuelo libre en el estado de Morelos, en Cuernavaca, sus pulsos de
ecolocacion presentan una frecuencia inicial de 49.8 kHz, frecuencia final de 46.4 kHz y una
duracion de 5.7 ms (Lara-Nufiez, 2015). Dentro de la Reserva de la Bidsfera Sierra de Huautla
(REBIOSH,); sus pulsos presentan una frecuencia inicial 32.9 kHz, frecuencia final alrededor de

los 30 kHz y una duracion de 12 ms (Orozco-Lugo, 2007; Rizo-Aguilar, 2008).

Mormoops megalophylla. Murciélago de tamafio medio (10-20 gr) perteneciente a la familia
Mormoopidae. Sus refugios son principalmente cuevas con una humedad relativamente alta, se
puede encontrar en bosque tropical caducifolio, bosques templados, bosque Iluvioso, asi como, en
regiones aridas y semidridas (Ifiguez-Davalos, 2014). M. megalophylla forrajea en los bordes de
bosques y claros de la vegetacion (Schnitzler y Kalko, 2001), sus pulsos de ecolocacion son
facilmente reconocibles, formados principalmente por un segmento de FC al inicio del pulso

finalizando con una curva descendente de FM, presentan tres armonicos en los que el primero o
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sefial fundamental es de baja intensidad mientras que el segundo y tercero suelen ser de alta
intensidad (Figura 2; Rydell et al., 2002). En Cuernavaca se grabaron secuencias de individuos
en vuelo libre, la frecuencia inicial y final tienen valores altos 71.9 y 68.6 kHz y una duracion de
5.9 ms. En la REBIOSH los pulsos registrados presentan una frecuencia inicial y final de 54 y 44
kHz respectivamente, con una duracién de 7 ms (Orozco-Lugo, 2007). Como parte del proyecto
SONOZOTZ-AMMAC (datos no publicados) se captur6 y grab6é a individuos de M.
megalophylla después de ser liberados de la mano, las frecuencias del segundo arménico fueron

altas, frecuencia inicial 80.9 kHz y final 70.5 kHz.
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Figura 2. Espectrograma de una secuencia en fase de navegacion de M. sinaloae (A) y M. megalophylla
(B) grabados en vuelo libre para este proyecto en Cuernavaca.

5.2 Areas y sitios de estudio

Con el objetivo de hacer una comparacion de los niveles de ruido ambiental y su efecto en los
componentes en los pulsos de ecolocacion, se seleccionaron dos areas de estudio, una urbana y

por lo tanto con ruido de origen antropogénico, y otra natural, sin ruido antropogénico.
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Como é&rea urbana se selecciond la ciudad de Cuernavaca, capital del estado de Morelos
(Figura 3), la cual cuenta con una superficie de 151.2 km?, posee 366321 habitantes (INEGI,
2015). Su rango altitudinal oscila de los 1100 en la zona sur a 1800 m. s. n. m en la zona norte
(INEGI, 2009). El principal tipo de vegetacion es la selva baja caducifolia en la zona sur,
limitando al norte con el bosque de pino y encino (Dorado et al., 2015). Cuernavaca se encuentra

dentro de la cuenca de rio Amacuzac y subcuenca del rio Apatlaco (CONAGUA, 2012).

Como area natural se selecciono la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH), la
cual se ubica al sur del estado de Morelos (Figura 3), cuenta con una superficie de 59,030 ha, su
rango altitudinal es de 700 a 2000 m. s. n. m (Dorado et al., 2005). El principal tipo de
vegetacion es la selva baja caducifolia. No obstante, existen algunas areas de selva mediana

subcaducifolia, bosque de encino y de pino (Dorado, et al., 2005).

En Cuernavaca se establecieron cuatro sitios de muestreo para la realizacion de las
grabaciones con base en la concentracion de trafico vehicular y en mediciones preliminares de
ruido ambiental utilizando un sondémetro. Estos sitios fueron las colonias Acapantzingo
(18°54°08.19°> N, 99°13°11.28*> 0), Centro (18°55°19.18> N, 99°14°01.46°> 0), Palmas
(18°54°24.25” N, 99°13°55.24”> O) y plaza comercial Galerias Cuernavaca (18°56°10.74°" N,
99°11°36.81°” O). En la REBIOSH las grabaciones se realizaron sobre el camino a la comunidad
de El Limén (18°32°16.5”” N, 98°55°57.9° O) y dentro de la Estacion Bioldgica, y en el arroyo

que atraviesa el poblado de Quilamula (18°30°52.17°" N, 99°00°47.25"" O).
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Figura 3. Ubicacion de los sitios de estudio dentro de la zona urbana de Cuernavaca y la REBIOSH.

5.3 Muestreo acustico y medicion del ruido ambiental

El muestreo acustico se realizé en los meses de mayo, junio, octubre, noviembre y diciembre del
2016. En cada uno de los sitios de muestreo (&rea urbana y area natural) se establecieron puntos
fijos, donde se realizaron grabaciones por un periodo de tiempo continuo de hora y media a partir
de la puesta de sol indicada por un GPS. El periodo de tiempo de grabacion se designd por la
seguridad de trabajar en los sitios urbanos. Las grabaciones se hicieron en tiempo real utilizando
un detector de ultrasonidos Echo Meter 3+ y SM4BAT FS. Ambos detectores trabajan bajo los

mismos parametros de grabacion ya que son fabricados por la misma compafiia (Wildlife
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Acoustics). Las grabaciones por sitio de muestro se realizaron una vez por mes, en un orden

aleatorio, pero evitando los periodos de luna llena.

La medicién del ruido ambiental se realiz a la par de las grabaciones de los ultrasonidos en
intervalos de 10 minutos usando un sonémetro (BENETECH, GM 1351), instrumento que mide
la intensidad del sonido en decibeles (dB, unidad de medida). Estas mediciones se realizaron en
todos los sitios, tanto del area natural como urbana para obtener una medida promedio del nivel

de ruido ambiental al que estan sometidas las especies.

5.4 Analisis de los pulsos

Las secuencias de ecolocacion obtenidas por las grabaciones fueron analizadas con el software
BatSound 4.2 (Pettersson Elektronik), de acuerdo con el protocolo propuesto por Rizo-Aguilar
(2008). Se eligieron solo las secuencias de navegacion para el analisis ya que durante la fase de
busqueda los pulsos son mas uniformes en su estructura, condiciones que no se presentan durante
la fase de aproximacion y captura. El espectrograma se visualizd a una resolucion de 16 bits, con
una velocidad de muestreo por segundo de 44 100 kHz, a una expansion de tiempo de 10x,
transformaciones de furier FFT 512 muestras, en una ventana tipo Hanning a 95% de
superposicién. Se midieron parametros de frecuencia y tiempo en cada pulso de ecolocacion
(Figura 4), los cuales se describen a continuacion. De acuerdo con Rydell et al., (2002), para M.
megalophylla se midié el segundo arménico debido a que fue el que presentdé mayor intensidad,

mientras que el fundamental fue muy débil y en la mayor parte de las secuencias imperceptible.
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a) Frecuencia inicial (FI): valor que tiene la frecuencia en kilo hertzios (kHz) emitida al inicio

del pulso.

b) Frecuencia Final (FF): valor que tiene la frecuencia en kHz emitida al final del pulso.

¢) Frecuencia a mitad del pulso (F1/2 PUL): valor de la frecuencia en kHz a la mitad del

recorrido del pulso.

d) Ancho de banda (ANDB): diferencia entre la frecuencia inicial y la frecuencia final. Son

todas las frecuencias recorridas desde el inicio hasta el final del pulso.

e) Frecuencia de Maxima Amplitud (FMA): valor de la frecuencia en kHz emitida en el punto

con mayor energia en el pulso.

f) Duracion (DUR): tiempo en milisegundos (ms) que transcurre desde el inicio hasta el final del

pulso.

g) Intervalo (INTV): tiempo en ms transcurrido entre el inicio de un pulso y el inicio del

siguiente.
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Figura 4. Pardmetros medidos en los pulsos de ecolocacién de M. sinaloae. a) Frecuencia inicial (FI), b)
frecuencia final (FF), c) frecuencia a mitad del pulso (F ¥ PUL), d) frecuencia de méxima amplitud
(FMA), e) intervalo (INTV), f) duracion (DUR).

5.5 Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se obtuvo la media de los datos de cada parametro. Antes de realizar
el andlisis multivariado de varianza, los datos originales se transformaron a logaritmo natural con
el objetivo de ajustar las varianzas. Debido a que M. sinaloae en la fase de navegacién presenta
alternancia de pulsos, para los andlisis estadisticos se trabajé por separado los pulsos bajos y los

pulsos altos.

Para cada uno de los siete componentes medidos en los pulsos de ecolocacion se utilizé un

Analisis de Varianza de una via, con el fin de evaluar el efecto del ruido antropogénico en dichos
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pardmetros. Se consideré como factor el tipo de hébitat, con dos niveles urbano y natural. Estos

analisis estadisticos se realizaron en el programa STATISTICA 7, considerando un o de =0.05.

Ademas, se emple6 un analisis multivariado de varianza para analizar las diferencias entre
los grupos urbano y natural de acuerdo con los promedios de todos los componentes de los
pulsos, seguido de un andlisis discriminante para ilustrar las diferencias y para probar la
clasificacion a priori de los grupos por tipo de habitat. Este analisis permite clasificar variables
independientes con caracteristicas exclusivas mutuas en algin grupo establecido a priori a partir

de una variable dependiente.
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6. RESULTADOS

6.1 Muestreo acustico

En 1530 minutos de grabacion realizados durante los meses de muestreo se identificaron 795
secuencias de M. sinaloae y M. megalophylla (Tabla 1). Se seleccionaron 60 secuencias, ya que
en ellas la visualizacion de los pulsos en el espectrograma fue més clara. En total se midieron 550

pulsos de ecolocacion para las dos especies

Los parametros de cada pulso de ecolocacion se almacenaron en una base de datos,
separados por especie y tipo de area dentro del que se realizaron las grabaciones. Se obtuvo un
promedio por grabacion para cada pardmetro por sitio de muestreo dentro de Cuernavaca y

REBIOSH.

Tabla 1. Numero de secuencias y pulsos grabados para cada especie por sitio y area de muestreo.
Acapantzingo (Ac), Palmas (Pal), plaza Galerias (Gal), Centro (Cen), REBIOSH (REB).

.. Total
. Pulsos por sitios .
Especie por area Tot.
Ac Pal Gal Cen REB Urb Nat
M. sinaloae Secuencias 6 7 4 8 8 25 8 33
' Pulsos 39 61 30 48 99 178 99 277
Secuencias 9 7 1 0 10 17 10 27

M. megalophylla
Pulsos 92 58 10 0 120 160 120 280




6.2 Medicion del ruido

Los datos obtenidos a partir de las lecturas de ruido realizadas con el sonémetro cada noche de
muestreo se promediaron para obtener una sola lectura por noche. Posteriormente las mediciones
de todas las noches de muestreo se promediaron para obtener una medicion final, de ruido para
cada &rea. Los resultados obtenidos fueron 75 (+ 4.2) dB para el area urbana y 45 (+ 1.4) dB para

el area natural.

6.3 Molossus sinaloae

Dentro del habitat urbano se grab6 a M. sinaloae en los cuatro sitios de muestreo. Para esta
especie se analizaron 277 pulsos de ecolocacion en 33 secuencias. Dentro del area urbana los
pardmetros de frecuencia y tiempo mostraron valores mayores a los obtenidos en el area natural

(Tabla 2).

Tabla 2. Promedio y desviacién estandar de cada componente medido en los pulsos de ecolocacién de M.

sinaloae en los dos ambientes de muestreo.

Tipo de FI FF ANDB F1/2P FMA DUR INTV
Ambiente
! Pulsos (kHz) (kHz)  (kH2) (kHz) (kHz) (ms) (ms)
Baios 52.8 49.4 3.3 51.7 52.6 5.8 84.2
Urb : +3.7 +35 +0.7 +35 +4.72 +0.9 + 38.1
roano 60.1 57 3 59 50.8 50 879
Altos
+3.6 +3.2 +1 +34 +34 +0.9 +23.2
) 47.7 449 2.7 47.1 48.4 7.2 111.4
Bajos
+2 +2 +0.6 +2.1 +22 +04 +30.1
Natural
" 53 50.5 2.5 52.2 53.2 7.4 117.4
altos
+3 +23 +0.9 +2.6 +28 +1.1 +29.5
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6.3.1 Anadlisis estadisticos

Las variables medidas en los pulsos bajos de ecolocacién de M. sinaloae se contrastaron entre los
dos diferentes tipos de hébitat, urbano (75 dB) y natural (45 dB). Los andlisis de varianza
mostraron que los cinco componentes de frecuencia: frecuencia inicial (F1), frecuencia final (FF),
ancho de banda (ANDB), frecuencia a la mitad del pulso (F %2 P) y frecuencia de méxima
amplitud (FMA) presentaron diferencias significativas (P <0.05). En todos los casos se
observaron mayores frecuencias en el hébitat urbano bajo la intensidad del sonido de 75 dB
(Figura 5 a - €). La duracion del pulso (DUR) fue significativamente menor dentro del habitat
urbano (F =15.02, P <0.05), para el intervalo de tiempo entre la emision de cada pulso no se

observaron diferencias significativas (F =3.38, P >0.05; Figura 5 f-g).

Valores similares se presentaron para los pulsos altos, donde cuatro componentes de
frecuencia: frecuencia inicial (F =28.9; P <0.05), frecuencia final (F =33.9; P <0.05), frecuencia a
mitad del pulso (F =30.8; P <0.05) y frecuencia de maxima amplitud (F = 29; P <0.05) son
mayores dentro del habitat urbano (Figura 6 a, b, d y e). La duracién de los pulsos altos fue
menor dentro del habitat urbano al igual que el intervalo, por lo que se observaron diferencias

significativas entre los dos tipos de habitats (F =13.49, P >0.05; F =8.67, P <0.05; Figura 6 f-g).

La diferencia de la frecuencia inicial (FI) entre los pulsos de ecolocacién bajos y altos de M.
sinaloae también present6 diferencias significativas (F=7.52, P = .0074). En el habitat urbano la
diferencia entre los pulsos bajos y altos es de 7.2 kHz, mientras que para el habitat natural la

diferencia entre ambos pulsos es de 5.7 kHz (Figura 7).
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Figura 5. Componentes de frecuencia de los pulsos bajos de ecolocaciéon de M. sinaloae contrastados en
los dos tipos de habitat: natural (N) a una intensidad del sonido a 45 dB y urbano (U) con una intensidad
de sonido a 75 dB. (a) frecuencia inicial, (b) frecuencia final, (c) ancho de banda, (d) frecuencia a mitad
del pulso, (e) frecuencia de maxima amplitud, (f) duracion, (g) intervalo. Las barras representan las
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frecuencia y la duracién muestran diferencias significativas (P <0.05). El intervalo de tiempo no es

significativo (P >0.05).
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Figura 6. Componentes de frecuencia de los pulsos altos de ecolocacién de M. sinaloae contrastados en
los dos tipos de habitats: natural (N) a una intensidad del sonido a 45 dB y urbano (U) con una intensidad
de sonido a 75 dB. (a) frecuencia inicial, (b) frecuencia final, (c) ancho de banda, (d) frecuencia a mitad
del pulso, (e) frecuencia de maxima amplitud, (f) duracion, (g) intervalo. Las barras representan las
medias y las lineas de dispersion son los intervalos de confianza al 95%. Cuatro componentes de
frecuencia, duracion e intervalo muestran diferencias significativas (P <0.05). El ancho de banda no es
significativo (P >0.05).
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Figura 7. Diferencia de la frecuencia inicial entre pulsos bajos y altos medidos en los dos tipos de
habitats: natural (N) bajo una intensidad del sonido a 45 dB y urbano (U) bajo una intensidad del sonido a

75 dB. Las barras representan las medias y las lineas de dispersion son los intervalos de confianza al 95%.

El andlisis discriminante para los pulsos bajos de M. sinaloae mostr6 una diferenciacion
significativa entre los grupos (A de Wilks =0.45; P =0.0028), del 100% de los datos
correspondientes al habitat urbano el 84% fueron asignados correctamente, de los datos
correspondientes al habitat natural el 100% se asigné correctamente (Figura8). La diferenciacion
fue significativa para los pulsos altos (A de Wilks =0.32; P <0.05), el 92% de los datos
correspondientes para el habitat urbano se asignd correctamente y solo el 8% fue clasificado para
el habitat natural. La asignacion de los datos correspondientes al habitat natural clasificé al 86%

correctamente (Figura 9).
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Figura 9. Analisis discriminante para los pulsos altos de M. sinaloae. Las barras azules corresponden a los

datos asignados al habitat urbano y las rosas al habitat natural.
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6.4 Mormoops megalophylla

Para M. megalophylla se analizaron 280 pulsos de ecolocacién en 27 secuencias, dentro de
Cuernavaca se obtuvieron grabaciones en los sitios Acapantzingo, Galerias y Palmas, ademés de
las obtenidas en la REBIOSH. Los componentes de tiempo y frecuencia de los pulsos no

mostraron valores similares entre los dos tipos de hébitats urbano y natural (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de cada componente medido en los pulsos de ecolocacion de M.
megalophylla en las dos &reas de muestreo.

Fl FF ANDB F1/2P FMA DUR INTV

Ambiente

(kHz)  (kH2) (kHz) (kHz) (kHz) (ms) (ms)

69.5 65 4.4 68.8 69 6.1 81
Urbano

+1.9 +2.8 +2.7 +1.8 +25 +0.7 + 20

67.4 62.7 47 67 67.7 6.4 70.4
Natural

+0.8 +0.9 +0.3 +0.8 +0.8 +0.5 +12.3

6.4.1 Andlisis estadisticos

Los resultados del ANOVA entre los componentes de los pulsos y el hébitat urbano (75 dB) y
natural (45 dB) mostraron diferencias significativas solo en la frecuencia inicial (F =9; P <0.05),
frecuencia final (F =5.5; P <0.05) y frecuencia a mitad del pulso (F =7.4; P < 0.05), siendo
mayores dentro de Cuernavaca (Figura 10a, b y d). El ancho de banda (F =0.107; P =0.74),
frecuencia de maxima amplitud (F =2.5; P =0.12) y los componentes de tiempo como duracion
del pulso (F =1.3; P =0.27) e intervalo (F =2.1; P =0.16) no mostraron diferencias significativas

entre los dos hébitats (Figura 10c, e, f, y g).
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Figura 10. Componentes de frecuencia de los pulsos de ecolocacion de M. megalophylla contrastados en
los dos tipos de habitats: natural (N) a una intensidad del sonido a 45 dB y urbano (U) con una intensidad
de sonido a 75 dB. (a) frecuencia inicial, (b) frecuencia final, (c) ancho de banda, (d) frecuencia a mitad
del pulso, (e) frecuencia de maxima amplitud, (f) duracion, (g) intervalo. Las barras representan las
medias y las lineas de dispersion son los intervalos de confianza al 95%. Solo la frecuencia inicial, final y
a mitad del pulso mostraron diferencias significativas (P <0.05).
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El andlisis discriminante para los pulsos de M. megalophylla no mostré una diferenciacion
significativa entre los grupos (A de Wilks =0.53; P =0.104), (Figura 11). El 81% del total de los
datos asignados al habitat urbano fue clasificado correctamente, para los datos del habitat natural

87% correspondio a una clasificacion correcta.
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Figura 11. Andlisis discriminate para los pulsos de M. megalophylla. Las barras azules asignados al

hébitat urbano y rosas al natural, el sobrelapamiento representa las no clasificadas
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8. DISCUSION

La plasticidad de la sefial es la capacidad que presentan los individuos a realizar ajustes
fenotipicos de sus sefiales acusticas en respuesta a cambios ambientales (Ord et al., 2010). Tales
ajustes se han observado en aves, anfibios y reptiles (Slabbekoorn y Peet, 2003; Nemeth et al.,
2013; Shen y Xu, 2016; Brumm y Zollinger, 2017; Zaffaroni-Caorsi et al., 2017), los cuales son
capaces de presentar cambios en la estructura de la sefial como respuesta a la interferencia del
ruido. Para los murciélagos que utilizan la ecolocacion es poco probable que el ruido enmascare
sus pulsos (Luo et al., 2015), sin embargo, esto podria ocurrir si la intensidad del ruido es alta y
por lo tanto interferir con la recepcion de los ecos de las Ilamadas de baja frecuencia (West,

2016).

Los resultados mostraron que, bajo el ruido de fondo a una intensidad de 75 dB en el
ambiente urbano, M. sinaloae incremento las frecuencias de sus pulsos de ecolocacion, tanto
bajos como altos, en 5.8 kHz en promedio, mientras la duracion y el intervalo de estos disminuyd
en promedio 1.4 y 28.3 ms respectivamente. Los resultados no fueron los mismos para M.
megalophylla, ya que solo se observaron cambios estadisticamente significativos en las

frecuencias de inicio y final de los pulsos, asi como a la mitad de estos.

Se ha documentado que los murciélagos de la familia Molossidae presentan una plasticidad
en el disefio de sus pulsos en la fase de navegacion, observandose cambios de frecuencia y
alternancia en la modulacion de estos, y que dos factores que se asocian a la variacion en los
pulsos de ecolocacion son la geografia y la altitud a la que vuelan los individuos (Gillam et al
2009; Jung et al., 2014). Sin embargo, en ninguno de los casos hasta ahora documentados, los

valores de frecuencias inicial, final y de maxima amplitud exceden 5 kHz entre localidades
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alejadas en més de 100 km o en altitudes que van de los 30 m a los 800 m. En lugar de eso
consideramos que, de acuerdo con lo planteado en la hipétesis, el ruido antropogénico
enmascararia las sefiales de la ecolocacion afectando significativamente los componentes de los
pulsos para M. sinaloe que en respuesta a la interferencia del ruido se incrementarian los

componentes de frecuencia.

El incremento de los componentes de frecuencia en los pulsos de M. sinaloae principalmente
de la frecuencia de maxima amplitud, que es donde se concentra la maxima energia del pulso,
podria ser una respuesta al efecto Lombard, Este tipo de respuestas se ha observado en las ranas
macho de orejas coéncavas (Odorrana tormota) con el incremento de las frecuencias
fundamentales y amplitud de las vocalizaciones cuando la intensidad del ruido increment6 10 dB
(Shen y Xu, 2016). En aves, el carbonero comun (Parus major) incrementa la frecuencia minima
de sus cantos al aumentar el ruido de fondo (Slabbekoorn y Peet, 2003). La ballena Beluga
(Delphinapterus leucas) incremento la frecuencia de sus llamadas y el ancho de banda cuando el
ruido de fondo llego a ser 17 dB mas intenso (Au et al., 1985). Si bien el gecko tokay (Gekko
gecko) no responde al efecto Lombard ya que no incrementa la amplitud de sus llamadas, lo
compensa con la emision de un mayor nimero de silabas de alta intensidad ante el

sobrelapamiento del ruido, ademas de ser de mayor duracion (Brumm y Zollinger, 2017).

Como forrajeadores de espacios abiertos, los moldsidos presentan pulsos de baja frecuencia,
larga duracién, banda estrecha y largos intervalos de pulsos (Schinitzler y Kalko, 2001).
Posiblemente para M. sinaloae el ruido de fondo sea el equivalente a volar en un espacio cerrado,
donde el incremento en el ancho de banda y acortamiento de la duracién de los pulsos facilitarian
la deteccidn de las presas (Schinitzler y Kalko, 2001). Sin embargo, esto no fue observado por

Bunkley y colaboradores (2015) para Tadarida brasiliensis, ya que bajo el ruido de las
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compresoras de gas mayor a 65 dB los individuos incrementaron la duracion de sus pulsos y
disminuy6 el ancho de banda. No obstante, en otro estudio con la misma especie la amplitud,
duracién y ancho de banda de los pulsos de ecolocacion aumentaron cuando los individuos
estuvieron expuestos a ruido generado digitalmente a 85 dB (Tressler y Smotherman, 2009).
Estas diferencias podrian deberse al método experimental de los muestreos. El ruido limita la
deteccion de la sefial reduciendo el alcance de la ecolocacion (Tayack y Janik, 2013), la distancia
para la deteccion de las presas seria menor en el espacio con ruido de fondo, por lo que el
incremento en las frecuencias y reduccion de la duracion en los pulsos responde a la deteccion de

los objetivos a menor distancia.

Bajo el supuesto de que el ruido de fondo actia como un espacio cerrado de vuelo para M.
sinaloe, el no encontrar diferencias significativas en los pulsos de ecolocacion de M.
megalophylla en porque esta especie forrajea cerca de los bordes de la vegetacion por lo que sus
pulsos estan hechos para la deteccion de sus presas y separarlas de los ecos del fondo y al mismo

tiempo evitar colisiones (Schinitzler y Kalko, 2001).

Ademas del efecto en los pulsos de ecolocacion de los murciélagos, el ruido antropogénico
actla como un estimulo aversivo que causa una respuesta de evitar el forrajeo en lugar ruidosos,
porque la eficiencia de la busqueda de alimento se ve afectada negativamente por el ruido, lo que
resulta en niveles de actividad bajos o nulos en ambientes con ruido antropogénico (Lou et al
2015; Bunkley et al 2015). Es posible que esto es lo que esté ocurriendo en el caso de M.
megalophylla, que el ruido antropogénico en la ciudad esté funcionando como un filtro para la
especie, ocasionando que no haya podido ser detectada acusticamente o colectada con redes de

niebla en trabajos realizados en afios recientes en la ciudad (Ocampo-Ramirez 2015; Hernandez-
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Vila, 2015), o bien que su actividad se restrinja principalmente a parques urbanos (Lara-Nufiez,

2015).

Gillam y McCraken (2007) observaron que las hembras lactantes de T. brasiliensis
incrementaron la frecuencia de sus pulsos debido al posible cambio en la dieta (insectos mas
pequefios) ya que los requerimientos energéticos para la produccion de leche son mayores. Asi
mismo las frecuencias mas altas confieren una disminucion en la distancia de deteccion, sin
embargo, permite la identificacion de presas mas pequefias (Jung et al., 2014). En este estudio no
se determind la composicion de la dieta para ninguna de las dos especies (M. sinaloae y M.
megalophylla). Actualmente se esta realizando un trabajo acerca de la composicion de la dieta de
M. sinaloae que incluye las etapas reproductivas en la ciudad de Cuernavaca (Hernandez-Vila et
al 2017). No obstante, ain no es posible identificar el sexo de los individuos a través de los

pulsos de ecolocacion.

Nuestros resultados no asocian el incremento de frecuencias en los pulsos de M.
megalophylla con el ruido, no obstante, los valores registrados en Cuernavaca son similares a los
registrados dentro de la REBIOSH donde no esté el factor ruido. Sin embargo, la duracion de los
pulsos grabados en la Reserva (6.4 £0.5 ms) es similar a lo reportado por Orozco-Lugo (2013)
6.9 ms en la REBIOSH y por Briones-Salas (2013) en el estado de Oaxaca 5.55 +2.19 ms. La
medicion de cada componente aunado a la morfologia caracteristica de los pulsos de ecolocacion

(Rydell et al., 2002) permitio la identificacion correcta de la especie.

Una posible explicacion a la variacion en las frecuencias probablemente estd asociada a los
armonicos. Los armonicos son multiplos enteros del armonico méas bajo o sefial fundamental

(Jones y Teeling, 2006). En los pulsos de ecolocacion de la familia Mormoopidae cominmente se
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emite un armonico fundamental con frecuencias alrededor de 30 kHz seguidos de otros tres
armonicos que van de los 60 a 120 kHz (Griffiths, 1978), estructuras especializadas en la laringe
de los mormodpidos amplifican el segundo armonico (60 kHz) pudiendo suprimir la sefial

fundamental (Griffiths, 1978).

Para este trabajo se midié el segundo armonico ya que en el espectrograma el armonico
fundamental o primer armonico fue imperceptible visualmente. Esto se observo en las secuencias
grabadas para Cuernavaca en los sitios de Acapantzingo, Palmas y Galerias asi como en las

grabaciones hechas sobre el camino a la comunidad de EI Limén.

La incidencia en la emision de arménicos depende del tipo de ambiente de forrajeo y del
posicionamiento del micréfono ultrasénico hacia el murciélago (Fenton et al., 2011). En espacio
abierto algunas especies pueden emitir sefiales multiarménicas de banda estrecha, usualmente
estdn dominadas por armadnicos que no son los fundamentales (Jones y Teeling, 2006). Eptesicus
fuscus mostré tres armonicos superiores del fundamental cuando fue grabado en espacios
cerrados (Fenton et al., 2011), en las grabaciones hechas dentro de la estacién bioldgica se
observo la presencia de dos arménicos por encima del fundamental para M. megalophylla,
mientras que en las grabaciones hechas en espacio abierto solo se observd la presencia del
segundo armonico. Al forrajear en espacio abierto E. fuscus cambio la emision de sus armonicos

ya que solo se observé un armonico superior a la sefial fundamental (Fenton et al., 2011).

Es importante la realizacion de estudios que permitan determinar las diferencias en las
frecuencias de los pulsos de M. megalophylla, incluso presentes en el habitat no urbano. Analisis
a nivel genético han demostrado que la variacion intraespecifica en los pulsos de ecolocacion es

debido a la existencia de especies cripticas (Barratt et al., 1997).
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9. CONCLUSIONES

El incremento en la amplitud de los pulsos implica un mayor gasto energético.

El consumo de energia extra podria reducir el tiempo invertido en el forrajeo, lo que
implicaria una alimentacién deficiente provocando una disminucién en la masa corporal de los

individuos haciéndolos susceptibles, por ejemplo, a enfermedades.

Este trabajo presenta las primeras pruebas del efecto del ruido antropogénico como un factor
de variacion en los pulsos de ecolocacion. Seria importante la realizacion de méas estudios como
éste abarcando a otras especies, principalmente las que presentan pulsos de ecolocacién de baja
frecuencia y ver como éstas estan respondiendo ante el ruido antropogénico cada vez mas intenso

y creciente como resultado de la expansion urbana.

Es importante un cambio en los habitos de transporte en las ciudades, la reduccion en el
uso de vehiculos particulares no solo disminuiria la carga vehicular y por ende la intensidad del
ruido ambiental, también contribuiria con la reduccion de contaminantes. No obstante, una ciudad
como Cuernavaca no cuenta con las politicas necesarias para el uso adecuado de otro tipo de

trasportes.

Si bien para este estudio se trabajo principalmente con el ruido generado por el trafico
vehicular, sin embargo, no es el unico sonido dentro de las ciudades por ejemplo estan los
referentes a trafico aéreo, vocalizaciones de otros animales, musica, sirenas, y maquinas de
construccién. El poder obtener medidas mas especificas sobre la intensidad del ruido
antropogénico en su conjunto ayudaria a obtener resultados precisos sobre el efecto del ruido no

solo en murciélagos, sino para otras especies.
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CAPITULO II

Evaluacion de las concentraciones de cortisol en murciélagos insectivoros

mediante la colecta de excretas como un método no invasivo
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1. INTRODUCCION

Los organismos de vida libre constantemente enfrentan perturbaciones en su entorno, compuestas
por eventos rapidos como el ataque de depredadores o eventos de mayor tiempo como la falta de
alimento. Por ello han desarrollado estrategias conductuales y fisioldgicas que les ayudan a
responder efectivamente ante estos cambios (Wingfield, 2003). A nivel fisioldgico, esta respuesta
puede ser medida por las concentraciones de hormonas glucocorticoides, lo que ayuda a
determinar el efecto de los factores perturbantes (también llamados estresores) en los organismos

(Romero, 2004; Wingfield et al., 1997).

1.1 Mecanismo fisioldgico del estrés

Hormonas glucocorticoides

Dentro del sistema enddcrino se integran diversas glandulas y tejidos que secretan hormonas, las
cuales cumplen el papel de mensajeros quimicos que regulan diferentes funciones en el
organismo. Las hormonas viajan a través del torrente sanguineo actuando sobre un 6rgano
especifico o blanco provocando cambios fisiol6gicos en el metabolismo, desarrollo, crecimiento,

reproduccion, asi como en la conducta de los individuos (Reeder y Widmaier, 2009).

La corteza suprarrenal secreta hormonas esteroides las cuales derivan del colesterol estas
incluyen a los glucocorticoides: cortisol y corticosterona que acttan sobre el metabolismo de la

glucosa (Spolsky 1999; Mitrovic, 2005).
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Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenales

En conjunto el sistema endocrino, el sistema nervioso central (SNC) y el sistema circulatorio,
mantienen las correctas funciones del cuerpo. La sintesis y liberacion de hormonas esta
directamente relacionada con el SNC. El sistema circulatorio tiene la importante funcion de
transportar las hormonas, ya que viajan a través de la sangre para actuar sobre el 6rgano blanco.
El vinculo principal entre el SNC y el sistema enddcrino es el hipotdlamo encargado de controlar

la funcion de las glandulas endocrinas (Mitrovic, 2005).

1.2 Efectos de los glucocorticoides

Los glucocorticoides (GC) tienen un importante papel en la movilizacion de fuentes energéticas,
en la respuesta inmunitaria e inflamatoria de los tejidos. Se considera al cortisol como una
hormona esencial ya que ejerce acciones permisivas, la presencia de la hormona permite el actuar
de otras. Ademas, el cortisol libre también actia como inhibidor de ACTH a través de la

retroalimentacion negativa (Mitrovic, 2005).

La sintesis, secrecion y excrecién de los GC esté ligada a las hormonas sexuales de hembras
y machos que modifican la respuesta del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal al estrés (vonderOhe y
Servheen, 2002). Por ejemplo, el estrégeno altera el metabolismo hepatico e intestinal de los GC
interfiriendo con sus concentraciones (vonderOhe y Servheen, 2002). La testosterona interviene
con el incremento de la sensibilidad adrenal a ATCH por lo que se incrementa la liberacion de

GC (Colby y Kitay, 1972)
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La mayor parte del cortisol circulante en el organismo es transportada gracias a la unién con
la proteina transcortina, la cual se produce en el higado por estimulacion de los estrégenos
aumentando sus niveles plasmaticos durante el periodo de gestacion. El aumento de transcortina
provoca la unién de mas cortisol aumentando la secrecion de ACTH, dando como resultado
concentraciones elevadas de cortisol en hembras prefiadas, pero no relacionadas como una

respuesta a estrés cronico (Mitrovic, 2005).

Finalmente, cuando un organismo percibe un estimulo (estresor) dado por factores internos o
externos, bidticos o abidticos, ocurren cambios a nivel fisioldgico y conductual que ayudaran al
individuo a hacer frente a estos estimulos, estos cambios son consecuencia de la liberacion de las

hormonas glucocorticoides (Romero, 2004).

1.3 Fisiologia de la conservacion

La fisiologia de la conservacion se define como el estudio de las respuestas fisiologicas de los
organismos a la alteracién humana del medio ambiente (Wikelski y Cooke, 2006). A través de
estudios neuroendocrinos se puede evaluar y cuantificar la secrecion de glucocorticoides, como
respuesta de los organismos al estrés agudo o crénico, principalmente vinculados a factores
antropogénicos y como éstos determinaran la supervivencia de los individuos. Se espera que este
conocimiento permita el desarrollo de estrategias para minimizar el impacto de los factores

antropogénicos (Wikelski y Cooke, 2006).
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Figura 12. Mecanismo fisiol6gico de estrés (modificado de Ellis et al., 2012). Durante la primera fase de

estrés agudo, la respuesta inmediata a la percepcién del estimulo es la secrecion de catecolaminas por

parte del sistema nervioso simpatico, lo que genera una respuesta de afrontamiento o huida. Durante la

segunda fase del estrés agudo, la activacion del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal liberara hormonas

glucocorticoides que ayudaran a la supervivencia del individuo. La exposicion cronica de glucocorticoides

0 estrés cronico provocara efectos deletéreos en los individuos.
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1.4 Las heces fecales como método no invasivo

La cuantificacion de hormonas glucocorticoides permite conocer el estado del estrés fisiologico
de los individuos (Valdespino, 2011). En la mayor parte de las especies de mamiferos y peces la
hormona liberada es el cortisol, mientras que en aves, reptiles, anfibios y roedores liberan

corticosterona (Romero, 2004).

Para determinar las concentraciones de glucocorticoides se utilizan distintos tipos de material
bioldgico, histéricamente ha sido preferente el uso de sangre (Reeder y Widmaier, 2009), sin
embargo, el uso de muestras de sangre es considerado un método invasivo, por lo que los
individuos responderan a la manipulacién con la secrecion de glucocorticoides alterando los
resultados (Romero y Reed, 2005). La obtencion de muestras que implican un manejo menos
invasivo de los organismos como pelo, orina, y excretas ha comenzado a utilizarse mas
ampliamente (Reeder y Widmaier, 2009; Sheriff et al., 2011; Brearley et al., 2012). El nivel
hormonal concentrado en este tipo de muestras es el que previamente ha circulado en el
organismo y no en respuesta al estimulo percibido al momento de la captura (Reeder y Widmaier,
2009; Sheriff et al., 2010). La colecta de excretas confiere la ventaja de evitar la captura de los
individuos, principalmente los que no son facilmente observables (Valdespino et al., 2007;

Valdespino, 2011).

Los trabajos donde se emplea excretas como muestras bioldgicas para determinar las
concentraciones de las hormonas del estrés en organismos de vida libre, por métodos no
invasivos, hasta la fecha son las més frecuentes; (Martinez-Mota et al., 2007; Creel et al., 2002;

Rizo-Aguilar et al., 2014).
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1.5 Valoracién del cortisol

La valoracion de hormonas esteroides como lo son los glucocorticoides pueden ser realizadas
utilizando, por ejemplo, el radioinmunoensayo (RIA), el enzimoinmunoandlisis (EIA; Sheriff et
al., 2011) o el quimioinmunoandlisis (CLIA). En el primero se requiere un isotopo radioactivo el
cual genera una sefial radiactiva para cuantificar los niveles de glucocorticoides. Para los EIA se
requieren enzimas que actuaran como catalizadores, esto quiere decir que aceleraran la reaccion
quimica para generar una sefial colorimétrica para la cuantificacion de los niveles de
glucocorticoides (Sheriff et al, 2011). El CLIA estd basado en el principio de
quimioluminiscencia, analogo a los radioinmunoenzayos de fase sélida (Wood et al., 1984), en
donde la reaccion produce una sefial luminosa medida por un fotomultiplicador que indicara la

concentracion de determinados anticuerpos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Murciélagos como grupo de estudio

Los murciélagos son considerados como indicadores ecoldgicos de la calidad del habitat, son
sensibles a factores de perturbacion antropogénica tales como la urbanizacion, la agricultura, la
deforestacion (Jones et al., 2009). La pérdida, fragmentacion y degradacion de los hébitats
someten a los organismos (no solo a los murciélagos) a estresores como la limitacion de recursos
alimenticios, el incremento en la demanda energética para su busqueda, muerte de los individuos

jévenes y cambios conductuales (Ellis et al., 2012).

Se han realizado estudios en murciélagos donde a través del uso de hormonas
glucocorticoides se evalta la respuesta fisiologica a factores de reproduccion (Reeder et al.,
2004), a la perturbacion de refugios en héabitats urbanos (Allen et al., 2011), a los efectos
causados por enfermedades (Davy et al., 2016) y a la fragmentacion del habitat; (Seltmann et al.,
2017). En la mayor parte de estos estudios se ha utilizado la sangre como muestra biol6gica. Sin
embargo, para obtener una muestra de sangre que no refleje el estrés inmediato causado por la
manipulacion de los individuos se recomienda que sea tomada en un tiempo menor a 3 minutos

(Romero y Reed, 2005).

Debido a los habitos nocturnos los murciélagos es muy dificil obtener muestras de excretas
por simple observacién o seguimiento de los individuos (Valdespino, 2011), ademas la obtencion
de las excretas directamente del refugio es poco recomendable por la cantidad de individuos y
especies diferentes que en el habitan. En este trabajo se propuso obtener excretas como muestra

biolégica para determinar la concentracion de cortisol de diferentes especies de murciélagos
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insectivoros, a través de un método menos invasivo que el que implica una toma de muestra

sanguinea.

Si bien nuestra propuesta implica la captura del individuo se tratd de que la manipulacién
fuese en el menor tiempo posible. Debido a la escasa informacion reportada acerca del estrés
fisioldégico en murciélagos, los resultados serviran para tener valores de referencia de cortisol
para diferentes especies de murciélagos insectivoros y estos sean un soporte de informacion para

futuros estudios.

3. OBJETIVO

Cuantificar y comparar las concentraciones de cortisol metabdlico en especies, sexos y familias

de murciélagos insectivoros.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Sitios de colecta

Cuernavaca

Cuernavaca, capital del estado de Morelos (Figura 13), cuenta con una superficie de 151.2 km?, y
posee 366 321 habitantes (INEGI, 2015). El clima dominante es calido subhimedo con una
temperatura media anual de 21.1°C, en las partes altas del municipio a 2500 m.s.n.m el clima es
semifrio (IMTA, 2014). La ciudad se caracteriza por la transicion entre sus principales tipos de
vegetacion, el bosque templado del norte de pino y encino vy la selva baja caducifolia, ademas de

las barrancas que atraviesan la ciudad (Dorado et al., 2012).

La colecta de las especies se realiz6 en la ciudad de Cuernavaca, dentro de dos parques
urbanos, el Jardin Borda, ubicado en el centro de la ciudad, con una superficie de 29343.2 m? (
18°55’19.29° N, 99°14°17.30” O) y el Parque Alameda Luis Donaldo Colosio Murrieta, con una
superficie de 67000 m?, ubicado en el limite de Cuernavaca y el municipio de Jiutepec

(18°55°07.28’° N, 99°11°30.83”” O).
Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH)

La REBIOSH se ubica al sur del estado de Morelos (Figura 13), cuenta con una superficie total
de 59, 030 ha, y esta dividida en dos unidades operativas Sierra de Huautla y Cerro Frio. Su
rango altitudinal va de los 700 a 2,200 m.s.n.m. El principal tipo de vegetacion es la selva baja
caducifolia o bosque tropical caducifolio (Rzedowski, 1978). Presenta una marcada
estacionalidad climatica donde la época seca se puede prolongar hasta siete meses, la temperatura

promedio anual es de 20 a 29 °C (Dorado et al, 2005).
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En la REBIOSH destaca la presencia de minas, ahora abandonadas las cuales sirven de

refugios para diversas especies de animales (Dorado et al, 2005).

Para la eleccion de los sitios de colecta en el habitat natural se tomo como referencia el
trabajo de Avila-TorresAgaton realizado en la REBIOSH (2008) quien reportd diferentes
especies de murcielagos insectivoros aeéreos que utilizan las minas como refugio. Se
seleccionaron tres minas Mina La Pinta (18°27°46.7” N, 99°00°53.0” O), Mina El Clarin
(18°27°03.8” N, 99°00°55.4” O), Mina Pajaro Verde (18°26'31.4” N, 99°02°48.1” O) y una
cueva, Agua Fria (18°32°32.7” N, 98°59°56.9” O) ubicadas dentro de la subunidad Sierra de

Huautla.
El Texcal

El parque Estatal El Texcal se encuentra ubicado en tierras comunales dentro del municipio de
Jiutepec, Morelos (Figural3). Cuenta con una superficie de 258,93 ha, con un rango altitudinal de
1350 a 1450 m.s.n.m. Presenta una temperatura promedio anual de 20.8 ° C, el tipo de clima es
semicalido, subhimedo. La vegetacion dominante es el bosque tropical caducifolio. A pesar de
que el Parque es colindante con empresas quimicas, carreteras, zonas urbanas y unidades
habitacionales funge como corredor biol6gico por la conexién con dos importantes areas
naturales protegidas del estado, ElI Parque Nacional ElI Tepozteco y la Reserva Estatal Sierra
Monte Negro. La colecta se realizé dentro del 4rea del balneario (18°53°57.62°" N, 99°08°53.99”°

0).
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Figura 13. Ubicacion de los sitios de muestreo.

4.2 Colecta de los individuos

La colecta de los individuos se efectud una vez por mes a lo largo de un afio de octubre 2016 a
octubre 2017, por medio de redes de niebla de 6 y 12 metros, las cuales se colocaron atravesando
cuerpos de agua dentro de los parques y en las proximidades a la salida de refugios cavernicolas.
Los individuos se identificaron a nivel de especie utilizando la clave de campo de Medellin et al.
(2007). Se registraron datos sobre el sexo, condicion reproductiva y edad. Para la condicion
reproductiva en hembras se observo si estaban o no prefiadas, lactantes o no lactantes por medio

de la observacion de las mamas. Para los machos fue por medio de la observacion de los
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testiculos inguinales o en el escroto. La edad de los individuos fue determinada por el grado de
mineralizacion 6sea de las placas epifisiarias de las falanges de la mano (Brunet-Rossinni y

Wilkinson, 2009).

4.3 Obtencidén de las muestras

Cada individuo capturado se colocé dentro de un saco de manta por un periodo maximo de dos
horas con el fin de no incrementar el estrés causado por la captura. Durante ese periodo los sacos
eran revisados cada 30 minutos para comprobar si habia excretas. En caso de obtener las excretas
antes de las dos horas los individuos eran liberados. Las muestras obtenidas fueron colocadas en
tubos Eppendorf con etanol al 70%, independientemente del nidmero de pellets obtenidos por
individuo del cual no se obtuvo un nimero constante. Al igual que los sacos, éstos fueron
identificados con un cddigo especificando el sexo, condicién reproductiva y edad de los
individuos. Posteriormente las muestras fueron almacenadas en refrigeracion a 4° C hasta su

procesamiento.

4.4 Proceso de extraccion del cortisol

De cada una de las muestras se extrajo el liquido homogenizado que se transfirié a tubos
Eppendorf vacios, etiquetados con el mismo codigo de la muestra original. Los tubos con la parte
solida de las muestras de dejaron hasta la evaporacion total del liquido disolvente para obtener el
peso seco. Se usé la técnica modificada para la cuantificacidn del cortisol descrita en Soto et al.,

(2004), se realiz6 por medio de un analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, enzyme-
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linkedimmunosorbentassay), una técnica de enzimoinmunoanalisis. Se us6 un kit DGR Cortisol
(DGR Instruments GmbH, Alemania), siguiendo las instrucciones del manual. El kit DGR
Cortisol ELISA es un ensayo de fase sélida de inmunoadsorcion unido a enzimas basado en el
principio de union competitiva. Los pocillos de la placa estan recubiertos con un anticuerpo

monoclonal dirigido contra en la molécula cortisol.

Para determinar la concentracion de la hormona se utiliz6 un lector de microplacas calibrado.
Los resultados de la tira dados por el lector (ng/mL) se dividieron entre el peso seco de las

excretas y este entre 1000 para obtener pg/gr de cortisol.

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Ecofisiologia Animal del Area de
Investigacion en Reproduccion Animal Asistida del Departamento de Biologia de la reproduccién
de la Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Universidad Autonoma Metropolitana,

Unidad Iztapalapa.

4.5 Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico solo se utilizaron las concentraciones de cortisol de los individuos
inactivos reproductivamente, ya que el tamafio de muestra para los individuos activos fue

reducido.

Los valores de las concentraciones de cortisol por individuo se reportaron como peso seco
(ug/gr). A partir de los valores de cortisol de cada individuo, se calcularon estadisticos
descriptivos (promedio, mediana y desviacion estandar) para cada especie. Previo a los analisis

estadisticos inferenciales, se utiliz6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la
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normalidad de los datos. Debido a que esta prueba indic6 que los datos no tenian una distribucién
normal, se utilizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias en las
concentraciones de cortisol entre los sexos, especies y familias de los murciélagos insectivoros
aereos, considerando un alfa de 0.05. estos andlisis estadisticos se realizaron en el programa

Statistica 7.

“Pagina | 62



5. RESULTADOS

5.1 Colecta de las especies

Se identificaron 13 especies pertenecientes a seis familias. En total se colectaron 83 individuos,
de los cuales 32 fueron hembras y 51 machos; siendo 75 individuos adultos. Once de los
individuos adultos se encontraron reproductivamente activos, incluyendo a seis hembras

prefiadas, el resto no presentaron una condicion reproductiva activa.

Después de permanecer un maximo de 2 hrs en los sacos, Unicamente 43 individuos
proporcionaron muestras para analisis, correspondientes a los meses de septiembre, octubre y
diciembre del 2016 y enero, febrero y abril del 2017. Las muestras analizadas pertenecen a nueve
especies de murciélagos insectivoros aéreos (ver anexo 1). En la Tabla 4 se muestran los
estadisticos descriptivos promedio, mediana y desviacion estandar para los valores de cortisol de

las 43 muestras.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos de los valores de cortisol por especie.

X y desvest cortisol  Mediana cortisol
Especie No. Individuos ua/gr ug/gr
Hembras Machos

Balantiopteryx plicata 4 1 573+792.7 35.1
Tadarida brasiliensis 0 1 13.3 13.3
Molossus sinaloae 6 9 32.2+ 63.69 12.3
Myotis californicus 0 1 33.6 33.6
Myotis fortidens 0 1 66.5 66.5
Eptesicus fuscus 1 0 24.3 24.3
Rhogeessa parvula 0 1 1045 1045
Pteronotus davyi 1 9 71.8+60.8 48.2
Pteronotus parnelli 3 4 81.6+94.8 26.5
Natalus mexicanus 0 1 5.2 5.2
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5.2 Andlisis estadisticos

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones del cortisol entre los sexos
(H=0.323; P=0.56; Figura 13), las familias (H=9; P=0.06; Figura 14) y las especies (H= 10; P=

0.27; Figura 15).
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Figura 14. Concentracion de cortisol de las nueve especies de murciélagos insectivoros. (promedio +

error estandar). No existen diferencias significativas entre las especies (P >0.05).
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Figura 15. Concentracion de cortisol 39 individuos inactivos reproductivamente, 12 hembras y 27 machos

de nueve especies de murciélagos insectivoros (promedio * error estandar). No existen diferencias

significativas entre sexos (P >0.05).
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6. DISCUSION

Este estudio demuestra que es factible el uso de una técnica de muestreo no invasiva para la
obtencion de muestras biologicas y que no existen diferencias en las concentraciones de cortisol

medidas entre sexos, especies y familias de las comunidades de murciélagos estudiadas.

Si bien para este trabajo se requirid capturar a los individuos, lo que descarta un método
totalmente no invasivo, las caracteristicas biologicas del grupo de estudio impiden que se haga
seguimiento para colectar las excretas sin una manipulacién directa. No obstante, el tener
capturas también nos permitié tomar datos de edad, sexo y condicion reproductiva. y probar el

efecto de estos factores sobre las concentraciones de cortisol.

La edad, sexo y estado reproductivo de los individuos también es determinante para la
evaluacion de las concentraciones de GC (Millspaugh y Washburn, 2004). En ratones Mus
musculus los machos presentaron mayores concentraciones de corticosterona en heces que las
presentadas por las hembras (Touma et al., 2003). Las ardillas de pino (Tamias amoeneus)
mostraron que durante la lactancia aumentan las concentraciones de GC (Kenagy y Place 2000).
En el murciélago Myotis lucifugus las concentraciones de GC fueron mas altas para las hembras
en el periodo reproductivo que para los machos (Reeder et al., 2004). En este trabajo los
resultados de la prueba estadistica no mostraron diferencias significativas entre sexos ademas
solo se utilizaron las muestras de individuos reproductivamente inactivos por el tamafio de

muestra.
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Los sitios de estudio en la REBIOSH sirven como refugios multiespecificos (Avila-
TorresAgatén, 2008), la captura de los individuos se realizé por medio de redes de niebla al
momento de la emergencia por lo que fue frecuente capturar a mas de un individuo en la red. Esto
pudo complicar la obtencion de una muestra de sangre en un tiempo menor a tres minutos
principalmente cunando no se contaba con el personal suficiente para la manipulacion de los
individuos. En trabajos anteriores donde se obtuvo muestras de sangre los individuos fueron
colectados directamente y al momento de emergencia del refugio habitado por solo la especie de

estudio (Reeder et al., 2003; Allen et al., 2011).

En vida libre los animales estan expuestos a diferentes estimulos que pueden incrementar las
concentraciones de GC, como traumatismos, miedo, cambios de temperatura intensos, choque
eléctrico, manejo, contencion, anestesia, cirugia, transporte, enfermedades, gestacion,
modificacion del habitat, exceso de ruido, separacién de madre-cria (Hernandez-Jauregui et al.,
2005). Previos estudios han demostrado por medio del uso de GC fecales la manera en que
diferentes especies responden a agentes estresantes (Creel et al., 2002; Martinez-Mota et al.,

2007; Rizo-Aguilar et al., 2014).

En este trabajo los resultados estadisticos no mostraron diferencias significativas en las
concentraciones de cortisol entre los sexos, las especies y las familias. A diferencia de estudios
anteriores que han evaluado estrés en ubicaciones contrastantes, en este trabajo no pudimos
obtener muestras de las mismas especies en los diferentes sitios de muestreo por lo que las
comparaciones de concentraciones en una misma especie entre habitats no fueron posibles. Los
resultados no nos permiten asumir que las especies estén respondiendo al estrés dado por los

estimulos que puedan estar presentes en los tres sitios de muestreo.
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En las ciudades los murciélagos pueden estar sometidos al ruido, luz artificial, vibraciones,
contacto con los humanos, destruccion de refugios, contacto con animales domésticos, falta de
cuerpos de agua (Allen et al., 2011; Russo y Ancillotto, 2015). En la REBIOSH los refugios
existentes estan sujetos a perturbacién, un factor que observamos fue la presencia de sacos con
guano por lo que existe colecta por parte de los pobladores, aunque se desconoce la frecuencia de

ocurrencia.

6.1 Factores bioldgicos que afectan la secrecion de glucocorticoides

Las concentraciones de GC en el organismo no solo estan determinadas como una respuesta al
estrés, si no que existen diferentes factores bioldgicos que podrian interferir con los resultados

(Millspaugh y Washburn, 2004).

Los GC estan regulados por sus propios ritmos circadianos, por lo que se presentan
variaciones diarias dependiendo de la hora del dia (Millspaugh y Washburn, 2004). Estos
patrones de ritmicidad estan presentes en diferentes especies, los tities comunes adultos
(Callithrix jacchus), mostraron variaciones en las concentraciones de cortisol fecal siendo mas
altas durante la noche que en la mafiana (Ferreira- Raminelli et al., 2001). También se presentan
ritmos en ciclos anuales con variaciones en la concentracién de CG ligados a la estacionalidad
incrementando las concentraciones durante la época reproductiva en algunas especies de reptiles,
anfibios, aves y mamiferos (Romero 2002). En los murciélagos Myotis lucifugus y Myotis vivesi

se han observado estas variaciones (Reeder et al., 2004; Hernandez-Arciga et al., 2018).

Las diferencias diarias en las concentraciones de GC también se asocian al tiempo de

excrecion, en las especies pequefias con metabolismos rapidos existe mayor probabilidad de
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detectar estos cambios diarios que en especies grandes con menor frecuencia de defecacion
(Millspaugh y Washburn, 2004). Para este trabajo las muestras se colectaron durante el horario
nocturno al momento de la emergencia del refugio, por lo que no se pudo realizar una
comparacion de la excrecion de cortisol a lo largo del dia. Aun cuando el muestreo se realizé a lo
largo del afo, las muestras obtenidas mensualmente no siempre fueron constantes, lo que no

permitio obtener datos suficientes para realizar el analisis entre estaciones del afio.

La dieta para la gran mayoria de las especies de vida libre cambia de acuerdo con la
estacionalidad y estos cambios pueden estar ligados a las concentraciones de GC (Millspaugh y
Washburn, 2004). Se ha constatado que murciélagos insectivoros pueden tener cambios en su
dieta de acuerdo con la época del afio, incrementando su diversidad principalmente durante la
época seca (Clare et al., 2014; Salinas-Ramos et al., 2015). Por lo tanto, el contenido proteico del
alimento puede afectar las concentraciones de glucocorticoides, aunado al trénsito intestinal

(vonderOhe y Servheen, 2002).

El comportamiento de los individuos capturados difirio6 de forma intraespecifica e
interespecifica. Molossus sinaloae cayd en la red después de la primera hora de muestreo, al
momento de su captura se pudo observar que los individuos ya se habian alimentado por lo que la
obtencion de las excretas fue de 20 a 40 minutos después de su captura con muestras mayor a 5

pellets.

Debido a que Pteronotus parnelli se captur6 al momento de la emergencia del refugio los
individuos no habian forrajeado, se intenté alimentarlos con larvas de Tenebrio sp. La mayoria de
los individuos no mostro interés en el alimento, la supresion del apetito es caracteristica de la

respuesta al estrés agudo ya que fisiologicamente el organismo esta preparado para la huida y asi
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asegurar su supervivencia (Wingfield et al., 1997; Wingfield, 2003). Cuando si se obtuvieron

excretas sin ser alimentados manualmente la muestra fue menor a 5 pellets.

Mormoops megalophylla mostr6 un comportamiento erratico dentro de saco lo que le
provoco lesiones en los pulgares. Esto se observo en mas de un individuo por lo que se desistid

de trabajar con ellos.

A diferencia de muestras sanguineas el uso de excretas como muestra biologica permitid
asegurarnos que los valores obtenidos de las concentraciones de cortisol no fuesen dados por la
respuesta el estrés al momento de la captura. Los riesgos para una toma de muestra de sangre
estan presentes principalmente con los murciélagos, por ser especies de tamafio pequefio si no se
cuenta con la practica suficiente se corre el riesgo de lastimar las venas al momento de tomar la
muestra generando impedimento para volar. Las muestras con excretas permiten una
manipulacion minima de los individuos, ademas este método es Util cuando se pretende evaluar
como responden las especies a determinados factores bidticos y/o abidticos que puedan causar

estrés a través del tiempo.
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7. CONCLUSIONES

Es importante tomar en cuenta factores biologicos: ritmos circadianos, sexo, condicion
reproductiva, alimentacion que puedan interferir con la concentracion de GC cortisol y/o
corticosterona alterando los resultados. En este sentido, se pudo constatar que el comportamiento
de cada individuo, aun siendo de la misma especie, fue diferente al momento de la captura. Estas
observaciones permiten inferir desde el punto de vista fisiologico que la respuesta a estresores

puede diferir entre individuos, hecho importante a ser considerado en futuros proyectos.

Aun cuando los resultados obtenidos en este estudio de las concentraciones de cortisol en las
heces de las especies analizadas no mostraron diferencias significativas entre sexos, especies y
familias., asi como, no haber constatado de manera fehaciente con un enfoque endocrino el
impacto de las actividades antropogénicas sobre la biologia de murciélagos insectivoros, si
permiten ser utilizadas como referencia para futuras investigaciones donde se evallen los GC
como indicadores espacio-temporal del estrés fisioldgico de algunas especies aqui evaluadas.
También permitira que aun cuando no se tenga suficiente material biolégico en algunos meses,
los resultados ya obtenidos podran ser usados para completar y asi evaluar de manera estacional o
por épocas del afio el impacto antropogénico y/o natural sobre la biologia de las especies de los

murciélagos en estudio.

Los estudios endocrinos aportan informacion fisiologica basica a los proyectos de
conservacion deben ser cada vez mas utilizados para coadyuvar al conocimiento integral de las

especies.
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ANEXO |

Tabla 1. Valores de concentracion de cortisol de los 43 individuos analizados por, especie, sexo y familia.

Condicién reproductiva de los individuos: inactivos (In), activos (A):

Valor
de

Sitios de cortisol

muestreo Familia Especie Sexo  Cond. Rep. Edad  po/gr
El Texcal Emballonuridae Balantiopteryx plicata H In juvenil 1.8
El Texcal Emballonuridae Balantiopteryx plicata M In adulto  1046.0
El Texcal Emballonuridae Balantiopteryx plicata H In adulto  1749.0
El Texcal Emballonuridae Balantiopteryx plicata H In adulto 35.1
El Texcal Emballonuridae Balantiopteryx plicata H In adulto 33.4
Cuernavaca Molossidae Tadarida brasiliensis M In adulto 134
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 3.3
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H In adulto 5.0
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 2.6
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 6.4
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 12.3
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H In adulto 35.9
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 17.2
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H A adulto 4.7
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 40.1
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In juvenil 8.6
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H In adulto 39.0
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In juvenil 4.7
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae M In adulto 238.9
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H In adulto 39.0
Cuernavaca Molossidae Molossus sinaloae H In adulto 154
El Texcal Vespertilionidae ~ Myotis californicus M In adulto 33.6
El Texcal Vespertilionidae ~ Myotis fortidens M In adulto 66.1
El Texcal Vespertilionidae  Eptesicus fuscus H In adulto 24.3
El Texcal Vespertilionidae ~ Rhogeesa parvula M In adulto  1046.0
REBIOSH Mormoopidae Pteronotus davyi H In adulto 14.2
REBIOSH Mormoopidae Pteronotus davyi M In adulto 42.4
REBIOSH Mormoopidae Pteronotus davyi M In adulto 41.8
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Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Pteronotus parnellii
Natalus mexicanus
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adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto
adulto

25.9
72.8
8.3
181.7
54.0
120.3
157.5
26.5
99.2
25.3
16.6
240.4
14.3
66.1
5.2
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