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RESUMEN

Las musarafias (Soricidae) son mamiferos pequefios parecidos a un ratén que se
encuentran distribuidos en gran parte del territorio nacional, siendo Oaxaca uno de
los estados con mayor nimero de especies. A pesar de su amplia distribucion y
diversidad existen factores que obstaculizan el estudio de esta familia, como es la
dificultad al momento de identificar morfolégicamente a los ejemplares. Por tanto,
en el presente trabajo se plante6 elaborar cédigos de barras de DNA de distintos
ejemplares de musarafnas pertenecientes al estado de Oaxaca. Para elaborarlos se
usaron 15 ejemplares catalogados dentro de la Coleccién Nacional de Mamiferos,
de las especies: Cryptotis magnus, C. mexicanus, C. peregrinus, C. pueblensis,
Sorex ventralis y S. veraepacis. Se obtuvieron muestras de DNA y se amplific
mediante PCR la subunidad I del gen mitocondrial citocromo oxidasa c (COl). Las
secuencias genéticas se editaron y alinearon manualmente para obtener una
secuencia consenso de cada ejemplar. Con las secuencias se obtuvo un arbol
Neighbor- Joining y mediante el modelo de sustitucion K2P se realizdé una matriz
con las distancias genéticas. Las distancias intraespecificas fueron menores a las
distancias interespecificas, las identificaciones morfolégicas y las obtenidas del COI
coincidieron totalmente en 14 ejemplares y en un ejemplar sélo se pudo asegurar la
identificacion hasta nivel de género. Finalmente, se generaron ejemplares voucher
y las secuencias se pusieron a disposicion del publico en la plataforma BOLD
Systems dentro del proyecto EUL Mexican shrews. En conclusién, los codigos de
barras de DNA generados serviran para facilitar y complementar las
identificaciones taxondmicas en ejemplares colectados en campo y aquellos

resguardados en colecciones cientificas.

Palabras clave: musarafas, cédigo de barras, COI, secuencia genética



I. INTRODUCCION

El orden Eulipotyphla cuenta con aproximadamente 500 especies y actualmente se
encuentra conformado por erizos (Erinaceidae), solenodontes (Solenodontidae),
musarafas (Soricidae) y topos (Talpidae). Comparten ciertas caracteristicas
morfoldgicas, como, los ojos reducidos o ausentes, las orejas pequefias y un
hocico alargado y estrecho. En su mayoria las especies de este orden son de
hébitos terrestres. Sin embargo, en la familia de los topos existe un gran nimero de
especies fosoriales, esto quiere decir, que estan adaptadas a la vida subterranea y
algunas semi acuéticas como es el caso del topo de nariz estrellada (Condylura
cristata). La distribucion del orden es bastante amplia y sus especies se pueden
encontrar en casi todos los continentes y habitats alrededor del mundo a excepcion
de Australia y las zonas Articas (Symonds, 2005; Douady y Douzery, 2009;

Guevara et al., 2015; Woodman, 2018).

El estudio cientifico de este grupo por mucho tiempo ha estado enfocado a su
origen y evolucion, durante el siglo pasado el establecimiento de su clasificacién
taxondmica y su historia filogenética resulto ser problematico y estar envuelto de
controversia, esta incertidumbre surgié por la falta de caracteres compartidos. Por
otro lado, existe evidencia morfolégica que sugiere que el orden Eulipotyphla sea
un grupo monofilético, lo que significa que los integrantes de este grupo provienen
de un ancestro comun. Algunas de estas evidencias son 6 caracteristicas
morfologicas, siendo la primera de ellas la ausencia de caecum, la reduccion de la
sinfisis pubica, la expansion del maxilar sin orbita y el desplazamiento del palatino,
una probdscide mdvil, la reduccién del hueso yugal o cigomatico y una placenta

hemocorial (Stanhope et al.,1998; Symonds, 2005, Guevara et al. 2014).



El origen del orden Eulipotyphla se remonta a la era del Mesozoico hace
aproximadamente 73 millones de afios (Fig 1); su diversificacion empez6 cuando
los topos divergieron de la familia Solenodontidae, ésta ultima quedando como
grupo basal. Posteriormente en el limite del periodo Cretacico y del Paledgeno (55
m.a.) ocurrio la division de los erizos y las musarafias. Las subfamilias actuales se
empezaron a originar durante la época del Eoceno, siendo las subfamilas Soricinae
y Crocidurinae las ultimas en aparecer (38 m.a.), ambas pertenecientes a la familia

Soricidae (Douady y Douzery, 2003; Douady y Douzery, 2009).

Soricidae
3 . .
Erinaceidae
2
1 Talpidae

Solenodontidae

Creatacico Paledgeno Nedgeno

Mesozoico Cenozoico

| |
75 50 25 0

Fig 1. Cladograma y tiempos de divergencia de Soricidae (musaranas), Erinaceidae
(erizos), Talpidae (topos) y Solenodontidae (solenodontes); (Recuperado de Douady y
Douzery, 2009).

Familia Soricidae

Los miembros de la familia Soricidae (musarafias) se caracterizan por tener el
rostro alargado, los ojos pequefios, el hocico puntiagudo, los incisivos alargados y
de forma curvada con dos cuspides principales, el pelaje corto y suave de
coloracién variable, poseen un céndilo doble en la articulacion temporal mandibular
y ausencia de arcos cigomaticos y bula timpanica. Respecto a sus sentidos, el de la

vista es deficiente, mientras que los sentidos del tacto, olfato y acustico se



encuentran bien desarrollados, incluso algunas especies hacen uso de la
ecolocalizacion para desplazarse y ubicar a sus presas. Por lo general, son
organismos solitarios con excepcion de la época reproductiva donde una hembra
puede llegar a tener hasta tres crias por camada con periodos de gestacion que
duran de 20 a 30 dias. (Hutterer, 1985; Santos et al., 2000; Symonds, 2005;

Guevara et al., 2015).

Las musarafias presentan un tamafio que va de los 6 a los 30 cm y un peso
que oscila de los 2 hasta los 180 g. Algunas especies de esta familia son
consideradas como los mamiferos mas pequefios del mundo debido a su reducido
tamafio. A razon de lo anterior, las tasas metabdlicas en este grupo son altas en
comparacion a otras especies de mamiferos, es por esto que presentan actividad
tanto en el dia como en la noche, tiempo que dedican a la busqueda de su alimento
que se encuentra entre la hojarasca, las rocas y debajo de troncos caidos llegando
a consumir en un solo dia el equivalente a dos veces su peso corporal. Su dieta se
basa principalmente en insectos pequefos, aunque en algunas ocasiones llegan a
consumir otros invertebrados como lombrices, moluscos, cangrejos e incluso
pequefios vertebrados como peces y ratones. (Hutterer, 1985; Santos et al., 2000;

Guevara et al., 2015).

La diversidad de especies de la familia Soricidae es bastante amplia, por lo
que se le considera la tercera familia mas diversa de mamiferos en el mundo
(Ohdachi et al., 2006). En la actualidad existen alrededor de 376 especies
descritas, las cuales se encuentran distribuidas en tres subfamilias y 26 géneros.

La subfamilia que cuenta con el mayor niumero de géneros es Soricinae con 14,



después Crocidurinae con 9y por ultimo Myosoricinae con 3 (Willows-Munro y

Matthee, 2011).

En México se tiene registro de 4 géneros de musarafias (Cryptotis,
Megasorex, Notiosorex y Sorex) todos pertenecientes a la subfamilia Soricinae, 3
tribus (Blarinini, Notiosoricini y Soricini) y 40 especies (Carraway, 2007; Guevara et
al., 2015; Guevara, 2017). Los géneros Cryptotis y Sorex cuentan con el mayor
namero de especies e inclusive llegan a ser de los géneros de mamiferos mas
diversos en México. Dentro de estos géneros las especies colectadas con mayor
frecuencia son Cryptotis parvus, C. mexicanus, Sorex saussurei y S. oreopolus

(Ceballos y Arrollo-Cabrales, 2012; Sdnchez-Cordero et al., 2014).

Dentro del territorio mexicano, los hébitats en los que se distribuyen las
musarafias son diversos, se les puede encontrar tanto en desiertos como en
bosques, asi como en diferentes altitudes que van desde el nivel del mar hasta las
partes altas de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental (Carraway,
2007; Guevara et al., 2015). Los estados que cuentan con la mayor diversidad de
especies de musarafias son Chiapas, Jalisco y Oaxaca, a diferencia de los estados
de Campeche y Tabasco en donde no se tiene registro de ninguna especie hasta la
fecha (Santos et al., 2000). En el estado de Oaxaca se encuentran 3 géneros
(Cryptotis, Sorex y Megasorex) con aproximadamente 12 especies de las cuales 11
son especies endémicas del territorio mexicano y 3 de ellas son exclusivas de

Oaxaca (Cuadro 1); (Santos-Moreno, 2014; Briones-Salas et al., 2015).



Cuadro 1. Listado de especies de musaranas del estado de Oaxaca, nombre comun,
distribucion (*: Endémica de Oaxaca) y estado de conservacion:
SEMARNAT-2010): A: amenazada, E: probablemente extinta en medio silvestre, P: peligro de
extincidn, Pr: sujeta a proteccidon especial; IUCN (Unidn Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza): CR: peligro critico, EN: en peligro, EW: extinta en vida silvestre, NT: casi

amenazada, VU: vulnerable.

NOM (NOM-059-

ESPECIE NOMBRE COMUN DISTRIBUCION NOM IUCN
Cryptotis goldmani  musarafa tropical de la Sierra Madre del México Pr
Sur
Cryptotis magnus musaraia tropical gigante México* Pr VU
Cryptotis mexicanus musarana tropical mexicana México
Cryptotis pueblensis musarana México
Cryptotis peregrinus musarafa tropical de Oaxaca México* Pr
Cryptotis phillipsif musarafa tropical de la sierra sur de México* VU
Oaxaca
Megasorex gigas musarafa gigante México A
Sorex ixtlanensis musarafia de la Sierra Madre del Sur México
Sorex macrodon musarafa de dientes grandes México A VU
Sorex ventralis musarafia de vientre castafio México
Sorex veraecrucis musarafia de Veracruz México A
Sorex veraepacis musarafa de las tierras altas del sur México y Guatemala A

Estudios previos en musaranas

Las musarafias han sido poco estudiadas y no se cuenta con mucha informacién

referente a ellas. Los factores que han limitado su estudio se relacionan en gran

medida a la dificultad en su captura y a su compleja identificacion. La falta de

estudios y de ejemplares en colecciones biolégicas ha mermado la informacién

disponible, por lo tanto, la riqueza taxondémica, la abundancia de poblaciones y la

distribucion geografica del grupo aun no es del todo precisa, por ende, el estado de

conservacion de algunas especies es aun incierto (Sanchez-Cordero et al., 2014;

Guevara et al., 2015).



Uno de los acercamientos que se le ha dado al estudio de musarafas es a
nivel filogenético con el fin de evaluar la diversidad del grupo y las relaciones de
parentesco entre distintas especies, los resultados obtenidos en dichos estudios se
han logrado gracias a la obtencién de datos morfol6gicos y moleculares. Entre los
marcadores moleculares frecuentemente usados encontramos a los fragmentos de
DNA mitocondrial que pueden ser empleados como un método complementario en
las identificaciones morfoldgicas, debido a que en ciertas especies los caracteres
morfoldgicos resultan homogéneos vy dificiles de distinguir en las distintas etapas
del desarrollo de las musarafias, complicando su identificacion (Dubey et al., 2007;

Esteva et al., 2010; Jaquet et al., 2012; Guevara y Cervantes, 2013).

Marcadores moleculares como el gen de la subunidad 16S RNA ribosomal
(16S), el gen mitocondrial citocromo b (cyt b) y el gen de la subunidad | del
citocromo oxidasa c¢ (COI) se han usado anteriormente en trabajos relacionados
con musarainas. Por ejemplo, se han realizado filogenias con el fin de estudiar las
relaciones taxonémicas entre algunas familias, asi como entre especies, de igual
manera para entender su evolucion, tiempo de divergencia e historia biogeografica
de varias especies (Dubey et al., 2007; Esteva et al., 2010; Guevara y Cervantes,
2014). También se han utilizado como apoyo en la taxonomia del grupo, en
algunos estudios se emplearon para discriminar o confirmar la identidad de ciertas
especies y asi conocer su diversidad genética (Bannikova et al., 2011; Jaquet et al.,
2012). En el caso particular de México esto se ha probado en especies del género

Sorex y Cryptotis (Esteva et al., 2010; Guevara y Cervantes, 2014).



Codigo de Barras de DNA

En estudios relacionados con diversidad, taxonomia y sisteméatica encontramos que
el cadigo de barras de DNA ha mostrado ser una herramienta util para la
identificacion de especies. Los cddigos de barras son una regién corta y
estandarizada de DNA, la cual nos permite llevar a cabo identificaciones
taxonomicas de manera rapida y eficaz. Esta region consiste en un fragmento de
aproximadamente 648 pb de la subunidad | gen mitocondrial citocromo oxidasa c
(CQlI), que se encuentra presente en todos los organismos y es especifica para
cada especie gracias a su alta tasa de sustitucion (Hebert et al., 2003a; Paz et al.,

2011; Kress et al., 2014; Altamirano-Benavides y Yarfez, 2016).

Para que una secuencia de DNA considerada cddigo de barras genético
tenga cierta validez y pueda ser incluida en una base de datos, como es el caso de
BOLD Systems (The Barcode of Life Data System), ésta tiene que cumplir con
ciertas condiciones. En principio, cada secuencia tiene que contar por lo menos con
tres aislados por especie, las secuencias analizadas deben tener la misma longitud,
los organismos estudiados tienen que ser previamente identificados
morfolégicamente a nivel de especie, se tiene que contar con toda la informacién
taxonomica del ejemplar voucher y los datos referentes a su colecta. Ademas, las
distancias genéticas intraespecificas tienen que ser menores a las distancias
interespecificas y su ubicacién dentro de un arbol filogenético o fenograma debe
estar asociada a un cluster junto con secuencias de la misma especie o de

especies hermanas (Vera et al., 2012).

La eficiencia de los cddigos de barras de DNA se ha mostrado a la hora de

complementar o rectificar de manera precisa alguna identificacién taxonémica, esto



se debe a que es un método que puede ser utilizado en cualquier etapa del ciclo de
vida de un organismo, en ejemplares que han sufrido algin dafio o en tejidos
pertenecientes a una coleccién cientifica. Los codigos de barras resultan de gran
utilidad a la hora de comprobar la identidad y pureza de especies con importancia
econdmica o en el caso de la agricultura, al momento de detectar especies
causantes de plagas. De igual manera se han aplicado de manera exitosa en
estudios relacionados con la ecologia, la conservacion y la biodiversidad (Kress y
Erickson, 2012; Marquez, 2015). Un ejemplo de esto es el trabajo realizado por
Cervantes et al. (2010) donde el uso del cddigo de barras resulté de gran utilidad al
momento de comprobar la identidad de dos especies de tlacuaches (Didelphis
virginiana y Didelphis marsupialis), estas especies muestran una distribucion
simpatrica y en algunos casos su identificacion taxondémica ha resultado
complicada debido a la variabilidad que existe en ejemplares de la misma especie,

asi como a la similitud morfolégica de ambas especies.

Como se menciond anteriormente, factores como la falta de ejemplares o la
dificultad que en algunos casos se presenta al momento de identificar
morfoldégicamente a las especies, han ocasionan que el estudio de la familia
Soricidae se vuelva complicado. Por este motivo se propone la creacion de nuevos
Cddigos de Barras de DNA, los cuales servirian para agilizar y facilitar la
identificacion taxondmica de ejemplares en campo o de aquellos pertenecientes a
una coleccion cientifica, representando un avance en la investigacion y un

parteaguas a futuros trabajos en el pais con respecto a este grupo de mamiferos.



II. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo principal generar Codigos de Barras de
DNA mitocondrial de distintos ejemplares de la familia Soricidae pertenecientes al
estado de Oaxaca, México.

2.2 Objetivos particulares
— Obtener secuencias de DNA mitocondrial de ejemplares de musarafias
(Soricidae).
— Generar una base de datos con la informacion de los ejemplares voucher.

— Anexar los Codigos de Barras a la plataforma de BOLD Systems.



III. MATERIALES Y METODO

3.1 Obtencion de tejidos

Se utilizaron muestras de tejido muscular obtenidas de la Coleccion Nacional de
Mamiferos (CNMA) del Instituto de Biologia de la UNAM. Se usaron 15 ejemplares
de las especies Cryptotis magnus, Cryptotis mexicanus, Cryptotis peregrinus,
Cryptotis pueblensis, Sorex ventralis y Sorex veraepacis. Los ejemplares
seleccionados fueron colectados en distintas localidades del estado de Oaxaca en
agosto del 2013 y en julio y agosto del 2017. Toda su informacién taxonémica y de
colecta se encuentra en la base de datos de la CNMA; también cuentan con un
namero Unico de catdlogo y una identificacion morfoldgica previa. De cada tejido
congelado se obtuvo una fraccion de aproximadamente 1 mm3 de muestra, la cual
se guardo en un tubo Eppendorf (2 ml) y se mantuvo en refrigeracién hasta su

utilizacion.

3.2 Extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA

Las extracciones de DNA gendmico se realizaron a partir del tejido previamente
obtenido y con ayuda del kit comercial de Bio Basic (EZ-10 Spin Column Genomic
DNA Minipreps Kit, No. Cat. BS628); se procedi6 con la extraccion siguiendo las
instrucciones del fabricante. La presencia del DNA se confirmé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 100V por 30 min; a cada pozo se le
agrego 1 ul de GelRed y 3 ul de muestra de DNA. La concentracion de DNA fue
medida en un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, No. serie

6455) y se expresé en pg/ul.

Mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplifico un

fragmento de aproximadamente 700 pb del gen de la subunidad | del citocromo



oxidasa ¢ (COIl) empleando los primers (cebadores) VF1 t1y VR1 tl1 (Cuadro 2),
el programa utilizado en el termociclador fue VF VR (Cuadro 3) y se usaron
volimenes de 10.7 pl de H20 pura, 3 ul de Buffer (5x), 0.12 pl del primer F (10
mM), 0.12 pl del primer R (10 mM), 0.06 de Taq Polimerasa (5 w/pl) y 1 pl de DNA;
con un volumen final de 15 pl por muestra. La correcta amplificacion del COI se
verifico por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, que se corrié a
100V por 30 min, se utilizé6 un marcador molecular de 100 pb y en cada pozo se
colocé 1 pl de GelRed y 3 pl del producto del PCR. Posteriormente los productos
del PCR se mandaron a secuenciar empleando el primer M13 al Laboratorio de
Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud del Instituto de Biologia
(IBUNAM).

Cuadro 2. Primers empleados en la amplificacion del COI.

PRIMERS SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS REFERENCIA
5-3’
VF1_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCACAAAGAC
ATTGG Ivanova et al., 2010
VR1_t1 CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCAAAG
AATCA

Cuadro 3. Condiciones éptimas para la reaccién en el PCR.

PROGRAMA TEMPERATURA TIEMPO (s) CICLOS PROCESO
(C°)
VFVR 94 60 1 Desnaturalizar
94 30 Desnaturalizacion
50 40 5 Alineacion
72 60 Extension
94 30 Desnaturalizacion
55 40 30 Alineacion
72 60 Extension
72 300 1 Extension final

4 (o)




3.3 Analisis de secuencias

Una vez obtenidos los electroferogramas (representaciones graficas de las
secuencias) se revisaron y se compararon las secuencias con ayuda de BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) para confirmar que estas fueran semejantes a
otras disponibles para el gen COIl en musarafias de otras especies. Posteriormente
las secuencias fueron editadas y alineadas manualmente con ayuda del software
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.6 (Hall, 1999) y se obtuvo una secuencia

consenso para cada ejemplar.

3.4 Elaboracion de matrices genéticas y arbol

El arbol de distancias se realizé usando el software MEGA 7 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis; Kumar et al., 1994) siguiendo el método de
Neighbor-Joining (NJ; Saitou y Nei, 1987). Para elaborarlos se utilizaron las
secuencias generadas en este trabajo de las especies: Cryptotis magnus, C.
mexicanus, C. peregrinus, C. pueblensis, Sorex veraepacis y S. ventralis. De las
especies antes mencionadas, se obtuvieron secuencias de sus especies hermanas
de BOLD Systems (The Barcode of Life Data System), al igual que de otros grupos
de la familia Soricidae, del orden Eulipotyphla y un grupo externo como referencia
(Chiroptera). Para calcular las distancias genéticas se uso6 el modelo de sustitucion
de nucledtidos 2 parametros de Kimura (K2P;1980) y con la matriz obtenida de

todas las distancias se sacaron algunos promedios de interés.

3.5 Base de datos

En una base de datos se incorporé informacion taxondmica, datos de colecta y
fotografias de craneo y piel de cada uno de los ejemplares empleados en este

trabajo, de igual manera se cre6 una matriz con todas las secuencias editadas. Los



cadigos de barras de DNA y toda la informacién del ejemplar voucher se subio a la

base de datos de BOLD Systems (http://www.boldsystems.org/index.php/).
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IV. RESULTADOS

4.1 Base de datos

Se elaboro6 una base de datos en la que se incluyo informacion de los ejemplares
voucher elaborados en este trabajo, y de los que se generd una secuencia
genética. La base de datos cuenta con el nimero de catdlogo de la CNMA, nimero
de colecta, sexo, informacion taxondmica (género y especie), datos geograficos del
sitio de colecta (estado, localidad, poblado, municipio, elevacién y coordenadas),
fechay tipo de preservacion (Apéndice 1). También se tomaron fotografias de piel
(vista dorsal) y de craneo (vista dorsal, ventral y lateral) de cada ejemplar (Fig. 2).
Todos los datos y ejemplares voucher generados en este trabajo quedan a libre

disposicion de quien los solicite.

Se cre6 una biblioteca de referencia con 30 secuencias descargadas de
BOLD Systems, mismas que sirvieron para la obtencion de distancias genéticas y
elaboracion del &rbol. Ademas, para estas secuencias se generd una base de
datos en la que se incorpor6 el nimero de acceso, informacion taxonémica (orden,
familia y especie), localidad (pais y region), nimero de catalogo y la coleccién

donde se encuentra el ejemplar (Apéndice 2).



Fig 2. Fotografias de un ejemplar en piel de la especie Cryptotits peregrinus (CNMA 49064).

Superior: vista dorsal de la piel del ejemplar; Inferior: craneo en vista lateral, dorsal y

ventral.



4.2 Extraccion y secuenciacion

El DNA gendmico se extrajo de 15 ejemplares de seis especies diferentes de
musarafias, en el gel de agarosa (Fig. 3) fue posible observar las bandas de DNA.
En lo que respecta a la cuantificacion de DNA, todas las muestras mostraron
valores superiores a los 5 ng/pl (Cuadro 4). Como resultado de la amplificacion se
obtuvieron fragmentos del COI (Fig. 4). De la secuenciacion resultaron un total de
30 electroferogramas que variaron entre los 400 a 800 pb (Fig. 5). Con las
secuencias Forward de cada ejemplar se realiz6 un BLAST donde se obtuvieron
porcentajes de identidad del 86 al 90 % con otras especies de los géneros Cryptotis
y Sorex. Las secuencias Forward y las Reverse fueron editadas y alineadas, para
finalmente generar una secuencia consenso de cada ejemplar. Para los analisis
posteriores se emplearon las 15 secuencias consenso y otras secuencias

descargadas de BOLD Systems.

49344 49392 49350 47064 49393 49391 49400 47063

Fig 3. Gel de agarosa al 1 % donde se aprecia el DNA extraido de ejemplares de
musarafas. Numero de catalogo de la CNMA: 49344 (C. mexicanus), 49392 (S. ventralis),
49350 (C. mexicanus), 47064 (C. peregrinus), 49393 (S. ventralis), 49391 (S. ventralis),
49400 (S. veraepacis) y 47063 (C. pueblensis).
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Cuadro 4. Cuantificacién del DNA extraido de los tejidos estudiados de musaranas.

MUESTRA DNA (ng/ul)

49311 5.6
49312 58.9
49310 19.2
49344 22.6
49345 197.5
49350 23.8
47063 23.3
47064 17.0
47066 129.3
49393 25.2
49392 6.7
49391 46.7
49400 22.4
49401 200.4
49399 138.5

49312 49344 49345 49400 49401 49393 49392 C-

— 1K

— 900
— 800
— 700

— 600
— 500
— 400

— 300
— 200

— 100

Fig 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % donde se muestra los amplicones del gen
mitocondrial COI. MM: marcador molecular de 100 pb; C-: control negativo; muestras con
numero de catalogo de la CNMA: 47066 (S. ventralis), 49312 (C. magnus), 49344 (C.
mexicanus), 49345 (C. mexicanus), 49400 (S. veraepacis), 49401 (S. veraepacis), 49393
(S. ventralis) y 49392 (S. ventralis).
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Fig 5. Ejemplo de tres electroferogramas obtenidos para tres distintas especies estudiadas.

47066 Sorex ventralis
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4.3 Distancias genéticas

Por medio de la matriz se obtuvieron los promedios de distancias, los primeros
promedios corresponden a las distancias entre ejemplares de la misma especie
(Cuadro 5). Incluyendo a especies hermanas se sacaron las distancias
interespecificas, en el caso de Sorex ventralis y S. veraepacis se considero a S.
veraecrucis para obtener los promedios (Cuadro 6). Considerando Unicamente
nuestras secuencias, se promediaron las distancias entre las especies estudiadas
de Cryptotis y Sorex (Cuadro 7). También se calcularon los promedios de
distancias entre algunas especies del orden Eulipothyplha, en las que se incluyé a
ejemplares de la subfamilia Crocidurinae, de las familias Erinaceidae y Talpidae,

asi como del orden externo Chiroptera (Cuadro 8).
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Cuadro 5. Promedios de distancias genéticas obtenidos entre ejemplares de la misma
especie, las distancias estan ajustadas con el modelo de sustitucion K2P y se expresan en

%.
ESPECIE DISTANCIA GENETICA INTRAESPECIFICA (%)
Cryptotis magnus 0
Cryptotis mexicanus 1.8
Cryptotis peregrinus 3.9
Cryptotis pueblensis 0
Sorex ventralis 0.5
Sorex veraepacis 63.6

Cuadro 6. Promedios de distancias genéticas obtenidos entre especies hermanas de
musaranas, las distancias estan ajustadas con el modelo de sustitucién K2P y se expresan

en %.
ESPECIE DISTANCIA GENETICA INTERESPECIFICA (%)
Cryptotis magnus - C. phillipsii 5.6
Cryptotis mexicanus - C. obscurus 3.8
Cryptotis peregrinus - C. goldmani 1.3
Sorex ventralis - S. veraecrucis 8.9
Sorex veraepacis - S. veraecrucis 76.7

Cuadro 7. Promedios de distancias genéticas obtenidos de distintas especies de musarafias
de los géneros Cryptotisy Sorex, las distancias estan ajustadas con el modelo de
sustitucion K2P y se expresan en %.

ESPECIE Cryptotis Cryptotis Cryptotis Cryptotis Sorex ventralis
magnus mexicanus peregrinus pueblensis
Cryptotis mexicanus 14.6
Cryptotis peregrinus 13.6 11.7
Cryptotis pueblensis 16.8 17.4 13.6
Sorex ventralis 27.1 24.7 25.5 26.3

Sorex veraepacis 76.9 76.9 72.5 77.4 76.1




Cuadro 8. Promedios de distancias genéticas obtenidos entre especies de musarafias y
especies de los géneros Blarina y Megasorex, asi como entre especies de la subfamilia
Crocidurinae, de la familia Erinaceidae y Talpidae y del Orden Chiroptera. Las distancias
estan ajustadas con el modelo de sustitucién K2P y se expresan en %.

Blarina ~ Megasorex Crocidurinae Erinaceidae Talpidae Chiroptera
brevicauda gigas

Cryptotis magnus 19.7 23.7 24.2 29.8 24.2 25.8
Cryptotis mexicanus 17.2 21.4 22.8 28.5 24.0 26.0
Cryptotis peregrinus 16.7 21.9 21.8 27.5 23.6 23.8
Cryptotis pueblensis 20.4 24.2 20.5 26.3 24.0 29.3

Sorex ventralis 19.8 22.4 22.2 22.6 24.0 26.6

Sorex veraepacis 75.7 80.2 81.0 83.8 85.7 88.3

TOTAL 28.2 323 32.0 36.4 34.2 36.6

4.4 Arbol de distancias

En el arbol de distancias o Neighbor-Joining se puede observar la formacion de
distintos grupos o clusters, los cuales de manera general pueden ser identificados
por especie, género, familia y orden (Fig. 6). Como grupo externo se mantiene el
orden Chiroptera. En el arbol se aprecian de manera clara los clusters
correspondientes a las familias Erinaceidae, Talpidae y Soricidae. Las subfamilas
Crocidurinae y Soricinae se encuentran ubicadas dentro del grupo correspondiente
a la familia Soricidae. En el cluster correspondiente a la subfamilia Soricinae es
posible observar dos subgrupos principales en los que podemos encontrar a los
géneros Sorex y Cryptotis. De las 15 secuencias, 7 se agruparon dentro del cluster
del género Sorex y corresponden a las especies S. ventralis y S. veraepacis. Por
otra parte, dentro del cluster de Cryptotis tenemos agrupadas a las 8 secuencias

restantes de las especies C. magnus, C. mexicanus, C. peregrinus y C. pueblensis.



26

17

52

37

99

99

22 FCMUN256-09|Cryptotis magnus
@ CNMA49311|Cryptotis magnus

41

:

99

@ CNMA49312|Cryptotis magnus

)]

2 @ CNMA49310|Cryptotis magnus
FCMUN222-09| Cryplotis phillipsii
99 FCMUN224-09| Cryplotis phillipsii
35 @ CNMA49344|Cryptotis mexicanus
@ CNMA49345|Cryptotis mexicanus

)

99

FCMUN243-09|Cryptotis mexicanus
@ CNMA49350|Cryplotis mexicanus

38

9%

FCMUN249-09|Cryptotis obscurus
99 FCMUNZ251-09|Cryptotis obscurus
FCMUN216-09|Cryptotis peregrinus
@ CNMA47064|Cryptotis peregrinus

y

89

FCMUN209-09|Cryptotis goldmani
97 FCMUN210-09|Cryptotis goidmani
@ CNMA47063|Cryptotis pueblensis

§

99

FCMUN212-09|Cryptotis pueblensis
35 FCMUNZ213-09|Cryptotis pueblensis

y

99 ABMC332-05|Biarina brevicauda
ABRCI294-06|Blarina brevicauda

19

FCMUNO7 3-09|Megasorex gigas
9 FCMUNO74-09|Megasorex gigas
99— ABMWCO06-06|Sorex arcticus

sly

16

33

99

L Gemasss2- 12|Sorex tundrensis
9 @ CNMA49400|Sorex veraepacis
@ CNMA49401|Sorex veraepacis

y

26

91

#

90

|

99

@ CNMA49399|Sorex veraepacis

FCMUN230-09|Sorex veraepacis
99 FCMUNQ10-09|Sorex saussurei
FCMUNO15-09|Sorex saussurei
99 FCMUNZ225-09|Sorex veraecrucis
FCMUNZ228-09|Sorex veraecrusis
@ CNMA49391|Sorex ventralis
@ CNMA47066|Sorex ventralis

54

_|: @ CNMA49393|Sorex ventraiis
52 @ CNMA49392|Sorex ventralis

— ABMIV142-08|Crocidura aftenuata

g0l GBMA17021-1 7|Suncus murinus
— NOMAM188-18|Erinaceus europaeus

C
O |r
385 |y
22 |p
2 t
g
I (0]}
= t
i
S
OoO®
~ W
c w
B3 S S
s 2 |2
173 = )
) o
)
S
(0]
r
e
X
| Crocidurinae

sl NOMAM184-18|Erinaceus europaeus | Erinaceidae
[ GBMNA13841-19|Uropsilus sp. | e
7] — GBMNA13843-19|Uropsilus sp. p

— ABCDC354-07|Nycteris thebaica

] S— ABBID066-09|Nycteris tragata

‘ Orden Chiroptera

Fig 6. Arbol Neighbor-Joining construido con 45 secuencias de distintas especies de
musarafas de los géneros Cryptotisy Sorex, de la subfamilia Crocirudinae, las familias
Erinaceidae y Talpidae y del Orden Chiroptera. Las distancias fueron corregidas por el
modelo de sustitucion K2P. Los valores de Bootstrap dados por 1100 réplicas se indican al
final de las ramas. e: Secuencias elaboradas en este trabajo.
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4.5 BOLD Systems

En la plataforma de BOLD Systems se cred un nuevo proyecto titulado EUL
Mexican shrews donde se incluyeron los datos taxondmicos y de colecta de los 15
ejemplares seleccionados. También, se subieron fotos de cada ejemplar voucher,

todas las secuencias consenso y los electroferogramas obtenidos.



V. DISCUSION

Desde que el cédigo de barras de DNA se propuso como herramienta en la
identificacion de especies, el gen mitocondrial COI ha sido uno de los marcadores
moleculares mas comunmente utilizado para este propdésito, particularmente en
animales. La eficacia del COI se ha comprobado en previas ocasiones, tal es el
caso de Hebert et al. (2003a) quienes al trabajar con 150 individuos del orden
Lepidoptera lograron identificar correctamente al 100% de los individuos.
Posteriormente, Hajibabaei et al. en el 2007 consiguieron identificar al 96.7% de los
ejemplares de murciélagos estudiados. Por otro lado, también existen excepciones
en las que este marcador molecular no ha sido del todo eficaz (p. ej.: cnidarios,
anfibios y reptiles) y ha sido necesario aplicar otros marcadores como es el caso
del gen cyt b (Hebert at al., 2003b; Kress et al., 2014). Con la elaboracion de los
codigos de barras de DNA no se pretende reemplazar a los métodos de
identificacion morfoldgicos, sino implementar una herramienta que permita
complementar y facilitar las identificaciones taxondmicas de especies o de
ejemplares de musarafias que en ocasiones pueden resultar confusas y poco

claras.

5.1 Fenograma y distancias genéticas
Algunos de los principales requisitos para que una secuencia genética sea incluida

en una base de datos son que la secuencia en cuestion esté asociada a un cluster
0 grupo de especies emparentadas, esperando que esta asignacion coincida con
su identificacion propiamente dicha. Otro requisito es que la distancia genética
intraespecifica sea menor a la distancia interespecifica, esto quiere decir, que dos

ejemplares de la misma especie tengan una distancia genética menor entre ellos,



gue la que tienen con ejemplares de otras especies. Cabe mencionar que las

secuencias obtenidas en el presente trabajo cumplieron con ambos requisitos.

Para empezar, en el fenograma de distancias genéticas o NJ se muestra
como las 15 secuencias obtenidas se agrupan conforme a su identidad taxonémica.
Es importante recordar que los arboles NJ no representan como tal una filogenia
sino la similitud entre las distancias genéticas, esto se debe a que el método NJ no
considera la relacién entre ancestro y descendiente, ni el principio de descendencia

con modificacion (Saitou y Nei,1987; Vera et al., 2012).

Las secuencias de Sorex ventralis y Sorex veraepacis se ubicaron acorde a
su identificacién previa. Es importante remarcar que las secuencias de S. ventralis
obtenidas en este trabajo son las primeras de la especie en ser incluidas dentro de
BOLD. Tampoco fue posible encontrar secuencias de S. oreopolus y S. macrodon,
especies que en trabajos previos han sido consideradas hermanas de S. ventralis y
S. veraepacis, respectivamente (Esteva et al., 2010). Por este motivo, se buscaron
secuencias de otras especies, como lo fueron S. saussurei y S. veraecrucis (Esteva
et al.,2010). Con el objetivo de conformar el cluster perteneciente al subgénero
Sorex se incluyeron las secuencias de S. arcticus y S. tundrensis (Fumagalli et al.,

1998; Ohdachi et al., 2006).

En referencia a las distancias genéticas que fueron obtenidas, se puede
apreciar el caso particular de Sorex veraepacis para el cual los valores promedio
fueron considerablemente mayores a los de las demas especies. El promedio para
la distancia intraespecifica es de 63.6 %, mientras que para la distancia

interespecifica es de 76.7 %. A pesar de esto, la distancia intraespecifica sigue



siendo menor al valor de la distancia interespecifica, por lo que las secuencias de
S. veraepacis siguen cumpliendo con el requisito mencionado anteriormente y de
acuerdo con Hebert et al. (2003b), si una secuencia muestra distancias o

divergencias altas no se debe comprometer su uso en la identificacion de especies.

Se pueden apreciar en el cluster del género Cryptotis dos clados diferentes
que corresponden a dos de los seis grupos de los cuales se compone el género
(Woodman,2005; Guevara y Cervantes, 2014, Woodman, 2018). Uno de los grupos
corresponde al de Cryptotis parvus donde se ubica una de las secuencias y el otro
grupo a C. mexicanus con 7 secuencias. En el grupo de C. parvus se encuentra la
secuencia que fue identificada como C. pueblensis ubicandose junto a otras dos
secuencias de la misma especie obtenidas de BOLD. Por otro lado, dentro del
grupo correspondiente a C. mexicanus se encuentran tres secuencias de C.
magnus, las cuéles se sitlan en la misma rama junto a otra secuencia de la misma
especie, concordando con su previa identificacion. Dentro del mismo clado se
observa la presencia de C. phillipsii, especie hermana de C. magnus (Guevara y

Cervantes, 2014).

En otro clado del grupo de C. mexicanus se observan tres secuencias
identificadas morfolégicamente como C. mexicanus y otras de C. obscurus
obtenidas de BOLD. En el fenograma se muestra como dos de estas secuencias se
ubican junto a otra secuencia descargada de C. mexicanus; la otra secuencia
identificada como C. mexicanus se encuentra localizada en una rama diferente a la
de las anteriores y mas cercana a la correspondiente a la especie C. obscurus.
Este resultado puede ser explicado bajo la premisa de que ambas especies son

hermanas e incluso a C. mexicanus se le consideraba especie politipica en la cual



se incluia a C. obscurus como una subespecie de esta (Guevara y Cervantes,
2014). También se ha observado que entre estas dos especies existe gran similitud
morfoldgica y de acuerdo con otros estudios, los datos genéticos sugieren que
entre las poblaciones de estas especies no existe una marcada diferencia (Guevara
y Sanchez-Cordero, 2018). Sin embargo, en referencia a las distancias genéticas,
se obtuvo un valor de 1.8 % en la distancia intraespecificay de 3.8 % en la
distancia interespecifica obtenida entre ambas especies. Estas distancias

concuerdan con la ubicaciéon de las secuencias de C. mexicanus dentro del arbol.

Dentro del grupo C. mexicanus se observa el clado correspondiente al
subgrupo C. goldmani y es aqui donde se sitla la secuencia CNMA47064
identificada como C. peregrinus junto con otra secuencia de la misma especie y
dos de su especie hermana C. goldmani. La secuencia CNMA47064 esta ubicada
entre C. peregrinus y C. goldmani, mostrando una distancia promedio de 3.9 % con
la secuencia de su misma especie y de 2.6 % con las secuencias de C. goldmani. A
pesar de este resultado, morfolégicamente el ejemplar CNMA47064 fue identificado
como C. peregrinus. Aunque ambas especies sean semejantes morfolégicamente,
la identificacion fue realizada gracias a que el cuarto diente fue claramente visible
en vista lateral, dicho caracter morfol6gico es utilizado para diferenciar a C.
peregrinus de otras especies (Carraway, 2007). Previamente se ha registrado que
entre las especies hermanas C. peregrinus y C. goldmani las distancias
interespecificas llegan a ser bajas (1.4%) en ejemplares de localidades distantes,
ademas, aun no se tiene muy en claro el estatus taxonomico, ni los limites
filogenéticos entre ambas especies (Woodman y Timm, 2000; Guevara y

Cervantes, 2014).



En lo que concierne al resto del &rbol se puede observar como la ubicacion de
los grupos externos coincide con lo obtenido en trabajos filogenéticos anteriores.
Las secuencias de Blarina y Megasorex se ubican junto a Cryptotis y Sorex en el
clado correspondiente a la subfamilia Soricinae; en otro clado se muestra a la
subfamila Crocidurinae junto a la familia Erinaceidae y en una rama distinta a la
famila Talpidae (Douady et al.,2002; Ohdachi et al., 2005; Guevara y Cervantes,
2014). Para la eleccién del orden externo se tomo6 como referencia a Dubey et al.
(2007) quienes utilizaron al orden Chiroptera como grupo externo en la realizacién
de una filogenia molecular, en su estudio, se ocup6 una especie del suborden
Microchiroptera (Pipistellus pipistellus). En afios anteriores, Murphy et al. (2001) y
Springer et al. (2004) habian sugerido a Chiroptera como el orden hermano de
Eulipotyphla por lo que su uso como grupo externo resulté adecuado para el

presente trabajo.

Los resultados muestran que las distancias intraespecificas en su mayoria
resultaron inferiores a las interespecificas, cumpliendo asi con uno de los requisitos
mencionados al comienzo. Las distancias intraespecificas presentan valores que
oscilan entre el 0% en especies como Cryptotis magnus y C. pueblensis a 3.9 % en
C. peregrinus, teniendo un promedio de 1.26 %. Si se analiza el promedio de Sorex
veraepacis junto con el de las deméas especies, el promedio total aumenta de 1.26

a 10.9%.

Los valores obtenidos en algunos casos resultan superiores en contraste a los
valores conseguidos por Hebert et al. (2003b) los que en su mayoria fueron
inferiores al 1%. En su estudio analizaron la eficacia del gen COI en diversos

grupos de animales (principalmente invertebrados) y mencionan que los valores en



las distancias intraespecificas frecuentemente son inferiores al 2%. Al comparar los
datos aqui obtenidos con los de otros trabajos realizados en mamiferos, se pueden
apreciar mas similitudes. Por ejemplo, Borisenko et al. en el 2008 obtuvieron
valores de 0 a 5.3% con un promedio de 1% en ejemplares de la misma especie de
murciélagos y roedores; en el trabajo elaborado por Cervantes et al. (2010)
reportan valores promedio de 1.56% (0.5-2.2%) en la especie Didelphis virginiana y
de 1.65% (0.2-2.7%) en D. marsupialis. Por su parte, Jaquet et al. (2012) trabajaron
con musarafas colectadas en Guinea y obtuvieron distancias intraespecificas de 0

a 2.9%, con un promedio total de 0.7%.

En el caso de las distancias interespecificas, exceptuando a C. peregrinus, los
valores obtenidos son mayores en comparacion a las distancias intraespecificas.
La distancia méas baja fue de 3.8% (C. mexicanus - C. obscurus) y la més alta de
8.9% (S. ventralis - S. vereacrusis) en especies hermanas. Estos valores fueron
ligeramente menores en contraste a los obtenidos en trabajos como el de
Borisenko et al. (2008) en el que reportan un promedio de 10.1% entre especies del
mismo género, al igual que en el de Cervantes et al. (2010) donde registraron
valores de 7.8 a 9.3% entre dos especies congéneres de Didelphis. Por otro lado,
Jaquet et al. (2012) obtuvieron distancias interespecificas de 4.4 - 24.7% con un

promedio de 17.8% en distintas especies de musarafias del género Crocidura.

Las identificaciones previas basadas Unicamente en caracteres morfolégicos y
la obtenidas mediante el uso del COI bastaron para identificar hasta nivel de
especie a 14 ejemplares. En 12 ejemplares las identificaciones por medio de las
secuencias genéticas coincidieron con la identificacion morfolégica que se tenia

registrada y en otros dos ejemplares la identificacién previa no coincidia con lo



obtenido de las distancias genéticas del COIl. Después de una revision morfoldgica
del craneo y la piel de los ejemplares voucher, de las busquedas en BLAST, de las
distancias genéticas y de la elaboracion del arbol NJ se logro6 identificar
correctamente a los ejemplares CNMA 47063 y CNMA 47064 como Cryptotis
pueblensis y Sorex ventralis respectivamente. En contraste se encuentra el
ejemplar de C. peregrinus siendo el tnico dénde la aplicacién del gen mitocondrial
COl no result6 del todo eficaz. Recordemos que en algunas ocasiones este gen no
consigue identificar con precision especies filogenéticamente cercanas (Hebert y
Gregory, 2005; Marquez, 2015); por este motivo es importante seguir trabajando a
nivel molecular y morfolégico para poder esclarecer la taxonomia de esta familia e
incluso implementar el uso de otros marcadores moleculares que permitan una

mayor eficiencia del uso del codigo de barras de DNA en especies de musarafias.

Las secuencias obtenidas fueron incluidas en la base de datos “The Barcode
of Life Data Systems (BOLD)”, la cual es una plataforma en la que se almacenan 'y
publican los cédigos de barras de DNA. Pero antes de que cualquier secuencia sea
aceptada debe analizarse y cumplir con los requisitos mencionados anteriormente;
uno de esos requisitos es que la secuencia o codigo de barras tiene que estar
asociado a un ejemplar voucher vinculado a una institucién (Vera et al., 2012;
Galimberti et al., 2015). En nuestro caso todas las secuencias cuentan con su

ejemplar voucher y se encuentran catalogados en la CNMA.

Finalmente, es importante reiterar la utilidad de los codigos de barras al
momento de llevar a cabo identificaciones taxondmicas, principalmente en aquellas
especies en las cuales existen problemas al momento de identificar, como es el

caso de las musarafas. Por esta razon, los cédigos de barras y los ejemplares



voucher generados en este trabajo representan una nueva contribucion a la
investigacion de esta familia y resultan de gran importancia ya que dan pauta a la
realizacion de mas trabajos con el objetivo de ampliar el conocimiento de las

musarafas.



VI. CONCLUSIONES

Cumpliendo el objetivo general del trabajo, se generaron 15 cédigos de barras de
DNA de distintas especies de musarafias pertenecientes a dos localidades del

estado de Oaxaca.

Las secuencias del gen mitocondrial COI generadas en este trabajo cumplieron con
los requisitos requeridos. Las distancias intraespecificas resultaron menores a las
distancias interespecificas, ademas, la posicion de las secuencias dentro del

fenograma coincidioé con su identificacion.

Se generd en BOLD Systems el proyecto titulado EUL Mexican shrews donde se
encuentran anexadas las secuencias consenso, los electroferogramas y fotos de
los ejemplares voucher. Los ejemplares voucher se encuentran resguardados

dentro de la Coleccién Nacional de Mamiferos, IBUNAM.

Recomendacion
En el caso de algunas especies es recomendable ampliar el nUmero y distribuciéon
de la muestra con la finalidad de tener una mejor representacion de la variabilidad

genética y morfologica de las especies.
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APENDICES

Apéndice 1. Ejemplares utilizados en el presente trabajo de musarana (Eulipothyphla: Soricidae) pertenecientes al estado de Oaxaca,
México. CATCO: numero de catalogo de la Coleccion Nacional de Mamiferos; CATPE: numero de catalogo personal de Fernando A.
Cervantes; ELEV: elevacion; PR: preservacion: PE: piel y esqueleto, SE: solo esqueleto.

CATCO CATPE SEXO ESPECIE LOCALIDAD ELEV LATITUD LONGITUD FECHA PR
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49311 5636 M Cryptotis magnus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°'37"° 96°37°'42""° 29.07.2017  PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49312 5658 M Cryptotis magnus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°'37"° 96°37°'42""° 01.08.2017 PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49310 5629 M Cryptotis magnus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°37"° 96°37°'42"° 28.07.2017  PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49344 5640 M Cryptotis mexicanus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°'37"° 96°37°42""° 29.07.2017 PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49345 5646 M Cryptotis mexicanus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°37"° 96°37°'42" "’ 30.07.2017 PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49350 5648 H Cryptotis mexicanus Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800  17°11°37"° 96°37°42"° 31.07.2017 PE
OAXACA: Sta. Inés del Monte, Mpio. Sta.
47063 4986 M Cryptotis pueblensis Inés del Monte 2347 16°55°28"° 96°52°30"° 25.08.2013 PE
OAXACA: Sta. Inés del Monte, Mpio. Sta.
47064 4990 H Cryptotis peregrinus Inés del Monte 2347 16°55°28"° 96°52°30"° 26.08.2013 PE
OAXACA: Sta. Inés del Monte, Mpio. Sta.
47066 5016 H Sorex ventralis Inés del Monte 2347 16°55°28" " 96°52°30"° 28.08.2013 PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49393 5661 M Sorex ventralis Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°37""° 96°37°'42"° 01.08.2017 PE
OAXACA: 9.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49392 474 M Sorex ventralis Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2550 17°12°12""° 96°37°'36" " 06.07.2017 PE
OAXACA: 9.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49391 502 H Sorex ventralis Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2550 17°12'12°° 96°37°36"° 04.07.2017 SE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49400 5641 M Sorex veraepacis Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°37"° 96°37°'42""° 29.07.2017 PE
OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji,
49401 5642 M Sorex veraepacis Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji 2800 17°11°37"° 96°37°'42""° 29.07.2017 PE
49399 5631 H Sorex veraepacis OAXACA: 10.7 KM SW Sta. Catarina Ixtepeji, 2800 17°11°37""° 96°37°42"° 28.07.2017 PE




Mpio. Sta. Catarina Ixtepeji




Apéndice 2. Secuencias del gen de la subunidad I del citocromo oxidasa ¢ (COI) de distintas especies del orden Eulipotyphla y
Chiroptera obtenidas de BOLD Systems.

NO. DE ACCESO ORDEN FAMILIA ESPECIE LOCALIDAD MUSEO ID COLECCION

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN209-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis goldmani México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44678 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN210-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis goldmani México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44679 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN256-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis magnus México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:43061 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN243-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis mexicanus México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:43057 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN249-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis obscurus México: Tamaulipas IBUNAM:CNMA:44624 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN251-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis obscurus México: Tamaulipas IBUNAM:CNMA:44629 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN216-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis peregrinus México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:45584 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN222-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis philljpsii México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44726 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN224-09  Eulipotyphla  Soricidae Cryptotis phillipsii México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44728 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN225-09 Eulipotyphla Soricidae Sorex veraecrucis México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44742 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN228-09 Eulipotyphla Soricidae Sorex veraecrucis México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44740 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCNUN230-09 Eulipotyphla Soricidae Sorex veraepacis México: Oaxaca IBUNAM:CNMA:44744 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUNO010-09 Eulipotyphla Soricidae Sorex saussurel México: Ciudad de México IBUNAM:CNMA:43368 IBUNAM

Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUNO015-09 Eulipotyphla Soricidae Sorex saussurei México: Ciudad de México IBUNAM:CNMA:44061 IBUNAM

Canada: Chapleau,
ABMC332-05 Eulipotyphla Soricidae Blarina brevicauda Ontario HLC-10663 Centre for Biodiversity Genomics
Canada: Snowball, 16th

ABRCI294-06 Eulipotyphla Soricidae Blarina brevicauda Sideroad, Ontario ROM:MAM:109695 Royal Ontario Museum



Coleccion Nacional de Mamiferos,

FCMUNO073-09 Eulipotyphla Soricidae Megasorex gigas México: Guerrero IBUNAM:CNMA:45721 IBUNAM
Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUNO074-09 Eulipotyphla Soricidae Megasorex gigas México: Jalisco IBUMAN:CNMA:42923 IBUNAM
GBMNA13841-19  Eulipotyphla Talpidae Uropsilus sp.
GBMNA13843-19  Eulipotyphla Talpidae Uropsilus sp.
Natural History Museum,
NOMAM189-18 Eulipotyphla  Erinaceidae  Erinaceus europaeus  Noruega: Ostfold, Hobol NHMO-DMA-667 Univesity of Oslo
Natural History Museum,
NOMAM184-18 Eulipotyphla  Erinaceidae  Erinaceus europaeus  Noruega: Ostfold, Hobol NHMO-DMA-81 Univesity of Oslo
Canada:Alberta,
ABMWC006-06 Eulipotyphla Soricidae Sorex arcticus Kananaski ROM:118688 Biodiversity Institute of Ontario
Estados Unidos:Alaska, Zoological Institute, Russian
GBMA3682-12 Eulipotyphla Soricidae Sorex tundrensis Anchorage, Eagle River St NED434/2008 Academy of Sciences
Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN212-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis parvus México: Oaxaca IBUMAN:CNMA:44706 IBUNAM
Coleccion Nacional de Mamiferos,
FCMUN213-09 Eulipotyphla Soricidae Cryptotis parvus México: Oaxaca IBUMAN:CNMA:44707 IBUNAM
Vietnam:Quang Nam, 91226 Zoological Institute, Russian
ABMIV142-08 Eulipotyphla Soricidae Crocidura attenuata Ngoc Linh Academy of Sciences
Institute of Biology, University of
GBMA17021-17 Eulipotyphla Soricidae Suncus murinus China KM497424 the Philippines Diliman
Kenya: Coast, Tsavo West
ABCDC354-07 Chiroptera Nycteridae Nycteris thebaica Camp 07IVK-894 Nacional Museums of Kenya
Indonesia:Lampung, Way Museum Zoologicum Bogoriense,
ABBID066-09 Chiroptera Nycteridae Nycteris tragata Cangkuk MZB_31482 Cibinong Science Centre




Apéndice 3. Matriz de distancias genéticas entre distintas especies de musarafas, otros miembros de la familia Soricidae, del orden

Eulipotyphla y del grupo externo (Chiroptera). Las distancias fueron obtenidas mediante el modelo de sustitucion de K2P.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 FCMUN256-09| Cryptotis_magnus
2 CNMA49311| Cryptotis_magnus 0,000
3 CNMA49312| Cryptotis_magnus 0,000 0,000
4 CNMA49310| Cryptotis_magnus 0,000 0,000 0,000
5 FCMUN222-09| Cryptotis_phillipsii 0,056 0,056 0,056 0,056
6 FCMUN224-09| Cryptotis_phillipsii 0,056 0,056 0,056 0,056 0,000
7 FCMUN243-09| Cryptotis_mexicanus 0,153 0,153 0,153 0,153 0,144 0,144
8 CNMA49344| Cryptotis_mexicanus 0,153 0,153 0,153 0,153 0,144 0,144 0,000
9 CNMA49345| Cryptotis_mexicanus 0,153 0,153 0,153 0,153 0,144 0,144 0,000 0,000
10 CNMA49350| Cryptotis_mexicanus 0,133 0,133 0,133 0,133 0,132 0,132 0,035 0,035 0,035
11 FCMUN249-09| Cryptotis_obscurus 0,150 0,150 0,150 0,150 0,132 0,132 0,039 0,039 0,039 0,036
12 FCMUN251-09| Cryptotis_obscurus 0,150 0,150 0,150 0,150 0,132 0,132 0,039 0,039 0,039 0,036 0,000
13 FCMUN216-09| Cryptotis_peregrinus 0,128 0,128 0,128 0,128 0,140 0,140 0,132 0,132 0,132 0,117 0,133 0,133
14 CNMA47064| Cryptotis_peregrinus 0,136 0,136 0,136 0,136 0,132 0,132 0,116 0,116 0,116 0,117 0,125 0,125 0,039
15 FCMUN209-09| Cryptotis_goldmani 0,140 0,140 0,140 0,140 0,144 0,144 0,109 0,109 0,109 0,117 0,125 0,125 0,039 0,013
16 FCMUN210-09| Cryptotis_goldmani 0,140 0,140 0,140 0,140 0,144 0,144 0,109 0,109 0,109 0,117 0,125 0,125 0,039 0,013 0,000
17 CNMA47063| Cryptotis_pueblensis 0,168 0,168 0,168 0,168 0,159 0,159 0,175 0,175 0,175 0,171 0,180 0,180 0,148 0,136 0,144 0,144
18 FCMUN212-09| Cryptotis_parvus 0,168 0,168 0,168 0,168 0,159 0,159 0,175 0,175 0,175 0,171 0,180 0,180 0,148 0,136 0,144 0,144 0,000
19 FCMUN213-09| Cryptotis_parvus 0,168 0,168 0,168 0,168 0,159 0,159 0,175 0,175 0,175 0,171 0,180 0,180 0,148 0,136 0,144 0,144 0,000 0,000
20 ABMC332-05| Blarina_brevicauda 0,196 0,196 0,196 0,196 0,205 0,205 0,174 0,174 0,174 0,178 0,174 0,174 0,166 0,171 0,162 0,162 0,204 0,204 0,204
21 ABRCI294-06| Blarina_brevicauda 0,197 0,197 0,197 0,197 0,205 0,205 0,166 0,166 0,166 0,174 0,174 0,174 0,158 0,163 0,154 0,154 0,205 0,205 0,205 0,006
22 FCMUNOQ73-09| Megasorex_gigas 0,235 0,235 0,235 0,235 0,217 0,217 0,208 0,208 0,208 0,221 0,221 0,221 0,234 0,221 0,226 0,226 0,226 0,226 0,226 0,188 0,192
23 FCMUNOQ74-09| Megasorex_gigas 0,239 0,239 0,239 0,239 0,247 0,247 0,212 0,212 0,212 0,225 0,225 0,225 0,217 0,217 0,212 0,212 0,257 0,257 0,257 0,192 0,192
24 CNMA47066| Sorex_ventralis 0,273 0,273 0,273 0,273 0,279 0,279 0,252 0,252 0,252 0,243 0,234 0,234 0,248 0,257 0,252 0,252 0,271 0,271 0,271 0,196 0,204
25 CNMA49393| Sorex_ventralis 0,268 0,268 0,268 0,268 0,274 0,274 0,247 0,247 0,247 0,238 0,229 0,229 0,243 0,252 0,248 0,248 0,262 0,262 0,262 0,191 0,200
26 CNMA49392| Sorex_ventralis 0,268 0,268 0,268 0,268 0,274 0,274 0,247 0,247 0,247 0,238 0,229 0,229 0,243 0,252 0,248 0,248 0,262 0,262 0,262 0,191 0,200
27 CNMA49391| Sorex_ventralis 0,273 0,273 0,273 0,273 0,279 0,279 0,252 0,252 0,252 0,243 0,234 0,234 0,248 0,257 0,252 0,252 0,257 0,257 0,257 0,196 0,204
28 FCMUN230-09| Sorex_veraepacis 0,236 0,236 0,236 0,236 0,240 0,240 0,219 0,219 0,219 0,234 0,215 0,215 0,238 0,219 0,219 0,219 0,279 0,279 0,279 0,206 0,197
29 CNMA49400| Sorex_veraepacis 0,637 0,637 0,637 0,637 0,693 0,693 0,603 0,603 0,603 0,636 0,627 0,627 0,626 0,602 0,594 0,594 0,687 0,687 0,687 0,628 0,613
30 CNMA49401| Sorex_veraepacis 0,595 0,595 0,595 0,595 0,644 0,644 0,561 0,561 0,561 0,586 0,578 0,578 0,585 0,562 0,554 0,554 0,647 0,647 0,647 0,577 0,564



31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

CNMA49399| Sorex_veraepacis
FCMUNO10-09| Sorex_saussurei
FCMUNO15-09| Sorex_saussurei
FCMUN225-09| Sorex_veraecrucis
FCMUN228-09| Sorex_veraecrucis
ABMWC006-06| Sorex_arcticus
GBMA3682-12| Sorex_tundrensis
ABMIV142-08| Crocidura_attenuata
GBMA17021-17| Suncus_murinus
NOMAM189-18| Erinaceus_europaeus
NOMAM184-18| Erinaceus_europaeus
GBMNA13841-19| Uropsilus._sp.
GBMNA13843-19| Uropsilus._sp.
ABCDC354-07| Nycteris_thebaica
ABBIDO066-09| Nycteris_tragata
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1,080
0,249
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1,026
0,245
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0,259
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0,244
0,234
0,220
0,239
0,256
0,256
0,238
0,216
0,280
0,253

1,011
0,249
0,245
0,245
0,240
0,249
0,234
0,206
0,230
0,275
0,275
0,251
0,221
0,251
0,226

0,996
0,245
0,240
0,249
0,231
0,249
0,234
0,215
0,234
0,275
0,275
0,247
0,221
0,251
0,234

0,996
0,245
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0,231
0,249
0,234
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1,071
0,254
0,254
0,222
0,218
0,234
0,216
0,205
0,231
0,259
0,259
0,261
0,247
0,233
0,267

1,091
0,253
0,253
0,226
0,222
0,238
0,220
0,206
0,222
0,264
0,264
0,252
0,238
0,233
0,267



22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
23 0,073
24 0,226 0,230
25 0,222 0,226 0,006
26 0,222 0,226 0,006 0,000
27 0,217 0,221 0,009 0,003 0,003
28 0,226 0,205 0,186 0,182 0,182 0,186
29 0,673 0,656 0,608 0,592 0,592 0,600 0,545
30 0,627 0,619 0,560 0,545 0,545 0,553 0,501 0,045
31 1,089 1,148 1,138 1,138 1,138 1,119 1,104 0,829 0,790
32 0,263 0,262 0,159 0,150 0,150 0,146 0,195 0,643 0,592 1,093



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

0,254
0,258
0,245
0,273
0,244
0,233
0,284
0,278
0,278
0,248
0,222
0,283
0,234

0,257 0,150
0,253 0,095
0,244 0,091
0,248 0,203
0,221 0,211
0,221 0,226
0,251 0,228
0,242 0,234
0,242 0,234
0,253 0,247
0,209 0,242
0,293 0,275
0,221 0,261

0,142
0,091
0,087
0,203
0,211
0,226
0,228
0,225
0,225
0,242
0,237
0,275
0,257

0,142
0,091
0,087
0,203
0,211
0,226
0,228
0,225
0,225
0,242
0,237
0,275
0,257

0,138
0,088
0,084
0,199
0,207
0,231
0,223
0,221
0,221
0,238
0,233
0,280
0,252

0,195
0,186
0,186
0,195
0,194
0,214
0,244
0,270
0,270
0,247
0,253
0,292
0,266

0,634
0,615
0,614
0,673
0,688
0,641
0,650
0,695
0,695
0,671
0,674
0,712
0,731

0,585
0,560
0,559
0,612
0,626
0,593
0,592
0,655
0,655
0,625
0,628
0,666
0,674

1,075
1,138
1,114
1,253
1,237
1,255
1,130
1,162
1,162
1,310
1,232
1,294
1,224

0,006
0,143
0,126
0,213
0,230
0,273
0,218
0,286
0,286
0,256
0,293
0,298
0,280

0,135
0,118
0,209
0,226
0,273
0,214
0,286
0,286
0,247
0,283
0,298
0,275

0,026
0,178
0,194
0,263
0,240
0,257
0,257
0,247
0,255
0,293
0,252

0,186
0,203
0,267
0,235
0,248
0,248
0,256
0,251
0,299
0,252

0,084
0,281
0,262
0,271
0,271
0,298
0,237
0,290
0,283

0,248
0,266
0,229
0,229
0,251
0,225
0,290
0,260

0,165
0,234
0,234
0,242
0,274
0,231
0,271

0,282
0,282
0,238
0,238
0,318
0,284

0,000
0,291
0,226
0,281
0,275

0,291

0,226 0,125

0,281 0,284 0,270

0,275 0,263 0,222 0,233
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