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RESUMEN

Megasorex esta integrado por una especie y es el Unico género de musarafia (Familia
Soricidae) endémico de México. Megasorex gigas habita principalmente en el bosque
tropical caducifolio hasta los 1,800 msnm en la costa del Pacifico y la cuenca del Balsas.
Las cadenas montafiosas, como la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM), determinan las
condiciones de temperatura y precipitacion en las que crece este bosque y lo aislan
geografica y ecoldgicamente de otros tipos de vegetacion. La fragmentacion del habitat es
un mecanismo clave que promueve la variacion poblacional. En algunas especies de
vertebrados que habitan en la region arriba mencionada, estudios con marcadores
moleculares han encontrado linajes mitocondriales definidos geograficamente con amplia
divergencia genética. Dos genes, el citocromo b (Cith; 1,140 pb) y parte del citocromo ¢
oxidasa subunidad I (COI; 720 pb), de M. gigas de poblaciones en dos Reservas de la
Biosfera de Jalisco y Colima y en Guerrero se analizaron para conocer la variacion y
estructura genética de esta especie de musarafia. Estas poblaciones tienen amplia diversidad
genética y estan genéticamente estructuradas. Los andlisis filogenéticos agrupan a M. gigas
en un clado monofilético subdividido en tres filogrupos que corresponden a las poblaciones
analizadas y representan linajes. La variacion genética entre estos linajes (4.3—6.8% Citb;
3.1-5.6% COI) es similar a la de los correspondientes de otras especies de mamiferos
pequefios que se encuentran definidos geograficamente por las caracteristicas fisiograficas
de la region. Por lo tanto, es probable que las caracteristicas fisiograficas, como la FVTM o
el rio Balsas, promuevan la divergencia genética y determinen la distribucion geografica de

los linajes mitocondriales de esta especie de musarafia.

Palabras clave: ADNmt, bosque tropical caducifolio, Megasorex gigas, México, variacién

geografica



INTRODUCCION

Las musarafias son pequeflos mamiferos que en apariencia se asemejan a los ratones.
Etimologicamente, su nombre deriva del latin mus que significa ‘raton’ y araneus, ‘arafia’
(Salazar, 1932). A diferencia de los ratones, las musarafias tienen hocicos largos y
puntiagudos, sus ojos son pequeflos, sus incisivos no crecen continuamente y sus patas
delanteras tienen cinco dedos (Villa y Cervantes, 2003). Las musarafias pertenecen a la
familia Soricidae dentro del orden Soricomorpha, por lo que no son roedores como los
ratones (Hutterer, 2005). En México, a lo largo y ancho del pais y en diversos hébitats se
distribuyen varias especies de musarafias agrupadas en cuatro géneros: Cryptotis,
Megasorex, Notiosorex y Sorex, los cuales estan incluidos en las tribus Blarinini,
Notiosoricini y Soricini, todas ellas pertenecientes a la subfamilia Soricinae (Carraway,

2007; Dubey et al., 2007; Ohdachi et al., 2006).

La tribu Notiosoricini es endémica a Norteamérica y estd integrada por dos géneros,
Megasorex y Notiosorex (Hutterer, 2005). Megasorex gigas fue clasificada originalmente
dentro de Notiosorex con base en su formula dental (Merriam, 1897) constituida por tres
dientes conicos (unicuspides) superiores y un total de 28 dientes. No obstante, estudios
morfolégicos (Carraway, 2005, 2007; Ducommun et al., 1994; Hibbard, 1950) y
moleculares (George, 1986; Ohdachi et al., 2006) subsecuentes a esta clasificacion
encontraron diferencias considerables entre esta especie de musarafia y las de Notiosorex
para proponer un género propio. Megasorex (Hibbard, 1950) es, por lo tanto, un género
monotipico y el Unico de la Familia Soricidae endémico de México (Mendoza y Ceballos,
2005). El nombre deriva del griego megas que significa ‘gran’ o ‘grande’ y del latin

soricinus, ‘de una musarafia’ (Armstrong y Jones, 1972; Carraway, 2007).

Megasorex gigas es una musarafia de tamarfio relativamente grande, con medidas de
alrededor de 125 mm de longitud y de 10 g de peso (Fig. 1). Se distingue de las especies de
Notiosorex por su mayor tamafio, su craneo grande y robusto y porque la mayoria de los
ejemplares carecen de pigmentacion rojiza en los dientes (Carraway, 2007; Hibbard, 1950).
Ademas, esta especie de musarafia tiene un tono de pelaje dorsal usualmente gris plomo, a

veces con parches blancos, orejas visibles y cola corta menor a 1/3 de la longitud total



(Merriam, 1897). Megasorex gigas ha sido poco estudiada, se desconoce gran parte de su
biologia particular y es poco lo publicado acerca de ella (Armstrong y Jones, 1972). El
gobierno mexicano por medio de la NOM-059-SEMARNAT-2001, la catalogd6 como una
especie amenazada (Luiselli Fernandez, 2002). En la Lista Roja de Especies Amenazadas
de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) esta catalogada
como una especie de poca preocupacion (least concern) de la cual no se sabe su tendencia

poblacional (IUCN, 2008).

Figura 1. Hembra adulta de Megasorex gigas (CNMA 43094), capturada en el bosque mesofilo del

Rancho La Mora, Comala, Colima, a 1,322 msnm. Foto: Ana Rosa Montiel Arteaga.

Megasorex gigas se distribuye en el oeste y sur de México teniendo registros en las
entidades federativas de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca (Fig. 2;
Mendoza y Ceballos, 2005; Villa y Cervantes, 2003). Esta especie de musarafia habita
principalmente en parte de la distribucion del bosque tropical caducifolio que se encuentra
de manera casi continua desde el sur de Sonora hasta la frontera con Guatemala en la costa
del Pacifico, con areas mas extensas en el oeste de Jalisco y en las cuencas del Balsas y del
Santiago (Fig. 3; Rzedowski, 1983; Trejo y Dirzo, 2000). La distribucioén de este tipo de
vegetacion en el area esta determinada por caracteristicas climaticas, como la temperatura y
la precipitacion, y éstas, a su vez, por la presencia de la Sierra Madre Occidental (SMO) y

la Faja Volcénica Transmexicana (FVTM) ya que estas cadenas montainosas bloquean los



vientos provenientes del noreste creando un efecto de sombra orografica (Fig. 4; Ceballos y

Garcia, 1995; Rzedowski, 1983).

Figura 2. Distribucion geografica de Megasorex gigas, especie de musarafia endémica de México.

Figura 3. Distribucion geografica del bosque tropical caducifolio en México (INEGI, 2009).



Figura 4. Localizacion de la Sierra Madre Occidental, la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM),

la Sierra Madre del Sur y la cuenca del Balsas (Foto satelital de http://maps.google.com.mx/).

El bosque tropical caducifolio crece cerca de la costa en el sur de México y en la
ladera de la SMO en el oeste del pais, desde el nivel del mar a los 2,000 m de altitud,
siendo abundante por debajo de los 1,500 m (Rzedowski, 1983). Los registros de M. gigas
se localizan del nivel del mar a los 1,800 m (Armstrong y Jones, 1972; Carraway, 2007).
Este bosque estd en contacto con matorrales xerdfilos al norte de su distribucién y con
bosques de pino-encino y bosques mesofilos de montaia a mayor altitud al este (Ceballos y
Garcia, 1995). Megasorex gigas también habita en estos tipos de vegetacion (Cervantes et
al., 2008; Fisher y Bogan, 1977; T¢llez-Giron et al., 1997). El bosque tropical caducifolio
se mezcla con el subcaducifolio en el suroeste de México formando mosaicos de
distribucion dificiles de delimitar, en cambio, estd aislado geografica y ecoldgicamente del
bosque tropical perennifolio distribuido al sureste por cadenas montafiosas como la Sierra

Madre del Sur (SMS; Fig. 4; Ceballos y Garcia, 1995; Rzedowski, 1983).



Meéxico abarca un area de transicion biogeografica debido a que dos biotas de origen
evolutivo independiente, una de la region Nedartica (Norteamérica) y la otra de la
Neotropical (Sudamérica), se mezclan en distintas medidas, simétrica o asimétricamente,
tanto latitudinal como altitudinalmente a lo largo del pais (Morrone, 2006; Zunino y
Zullini, 2003). La Zona de Transicion Mexicana en sentido estricto incluye a cinco
provincias biogeograficas que se definen por patrones de distribucion similares de diversas
especies asociadas a caracteristicas fisiograficas y son la Sierra Madre Oriental, la SMO, la
SMS, la FVTM vy la Cuenca del Balsas (Fig. 5; Morrone, 2006; Zarza et al., 2008). El
bosque tropical caducifolio donde habita M. gigas se distribuye en las ultimas tres
provincias biogeograficas mencionadas y en la de la Costa del Pacifico (Fig. 5; Morrone,

2006).

CONABIO

Figura 5. Provincias biogeograficas de México. Provincias en la Zona de Transicion Mexicana: l
Cuenca del Balsas, l Faja Volcanica Transmexicana, l Sierra Madre Occidental, l Sierra Madre

Oriental, I Sierra Madre del Sur. Provincia de la Costa del Pacifico l (CONABIO, 1997).



Los gradientes altitudinales y la convergencia de las biotas de distintas regiones
biogeograficas se asocian a una elevada heterogeneidad ambiental la cual suelen presentar
las areas de gran endemicidad (Ceballos y Rodriguez, 1993). El bosque tropical caducifolio
de la costa del Pacifico y la cuenca del Balsas alberga a una gran cantidad de especies
endémicas de distintos grupos taxonomicos (Trejo y Dirzo, 2000). Algunos de éstos son
familias de plantas con flores, como los copales o cuajiotes (Burseraceae), la mayoria de
origen Neotropical; ordenes de insectos, como las abejas (Hymenoptera) y las mariposas
(Lepidoptera) de la familia Papilionidae; las cuatro clases de vertebrados terrestres, como

los mamiferos (Mammalia), la mayoria de éstos ultimos de origen Neartico (Ramamoorthy

et al., 1993).

Las especies de mamiferos endémicas al bosque tropical caducifolio, como las
musarafas, los ratones y las tuzas, tienen poca masa corporal, bajo nivel de dispersion,
ciclos de vida cortos y sus areas de distribucion varian en extension pero tienden a ser
pequetias (Ceballos, 1995). Por ejemplo, la rata arboricola de Magdalena (Xenomys nelsoni)
y la tuza de Buller (Pappogeomys bulleri) habitan en un area reducida en el oeste de la
FVTM (Ceballos y Rodriguez, 1993; Hafner et al., 2009), mientras que el zorrillo pigmeo
(Spilogale pygmaea) sblo se encuentra en la costa del Pacifico (Medellin ef al., 1998). En
cambio, Megasorex gigas se distribuye tanto en la costa del Pacifico como en la cuenca del

Balsas (Carraway, 2007).

El origen de estas especies pudo estar ligado a la fragmentacion de su habitat, pues es
un mecanismo clave que promueve la especiacion y la variacion poblacional (Garcia-
Moreno et al., 2004). Las caracteristicas fisiograficas que cruzan la distribucion del bosque
tropical caducifolio en la costa del Pacifico, como el oeste de la FVTM vy el rio Balsas,
podrian limitar la dispersion entre refugios de especies de mamiferos pequefios, como M.
gigas. Uno de los indicios que sugeririan esto seria una considerable variaciéon morfologica
o genética entre individuos de distintas poblaciones de una especie asociada a las
caracteristicas fisiograficas del area de distribucion. Tal es el caso de la tuza P. bulleri,
cuya variacion del acido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt) es considerable y se

encuentra asociada a cambios de altitud y cuencas de rios en el suroeste de la FVTM



(Hafner et al., 2009). E1 ADNmt de los animales es ttil para inferir las relaciones
genealogicas y evolutivas dentro y entre poblaciones y, debido a sus tasas relativamente
rapidas de sustitucion, adecuado para el analisis a nivel de especie y género (Rubinoff y

Holland, 2005).

Estudios del ADNmt de la iguana negra (Ctenosaura pectinata), la culebra lira
(Trimorphodon biscutatus) y la rana leopardo de Forrer (Rana forreri) reportaron variacion
genética considerable entre filogrupos, agrupaciones ancestro-descendiente, al norte y al sur
de la FVTM (Devitt, 2006; Zaldivar-Riveron et al., 2004; Zarza et al., 2008). Estas especies
de reptiles y anfibios habitan en el bosque tropical caducifolio de la costa del Pacifico como
M. gigas, por lo que podria ser que en el 4rea de esta caracteristica fisiografica existan
filogrupos mitocondriales de esta especie de musarafia con variacion genética similar. Para
el caso del ratébn pigmeo surefio (Baiomys musculus), la variacion del gen citocromo b es
considerable entre dos filogrupos distribuidos al oeste y este del area donde la extension sur

de la FVTM se une con el norte de la SMS (Amman y Bradley, 2004).

En mamiferos, la variacién del gen citocromo b (Citd) o del gen citocromo ¢ oxidasa
subunidad I (COI) es similar, por lo que ambos genes mitocondriales brindan informacion
acerca de la diferenciacion genética de las especies (Tobe ef al., 2009). Ademas, los
filogrupos mitocondriales suelen estar asociados a las caracteristicas fisiograficas del area
de estudio (Avise y Walker, 1999). Por lo tanto, estos genes pueden ser una herramienta til
para conocer la variacion genética y la existencia y distribucion de filogrupos
mitocondriales en M. gigas. Estos ultimos, de ser semejantes a los de otras especies de
vertebrados que habitan en la region, sugeririan que caracteristicas fisiograficas en el oeste

de México promueven la divergencia genética de esta especie de musaraia.



HIPOTESIS

Si la variacion en el ADNmt de Megasorex gigas es considerable y existen filogrupos
definidos por caracteristicas fisiograficas en el area de distribucidon, entonces es probable

que estas ultimas promuevan la divergencia genética de esta especie de musarafia.

OBJETIVOS

General

Describir la variacion y estructura genética de Megasorex gigas e interpretarla en funcién

de las caracteristicas fisiograficas en su area de distribucion.

Particulares
e Describir las secuencias del gen Cith (1,140 pb) y del gen COI (720 pb) de M. gigas.

e Analizar filogenéticamente estas secuencias de ADNmt de esta especie de musarafia.



METODOS

Revision de Literatura y Colecciones Cientificas

La literatura cientifica acerca de Megasorex gigas es escasa y se limita principalmente a
nuevos registros. Se reviso esta literatura y se llevo a cabo una busqueda de ejemplares de
museo y muestras de tejido congelado de esta especie de musarana en los listados de
colecciones cientificas de México y Estados Unidos. Las colecciones cientificas mexicanas
que fueron consultadas de manera directa son la Coleccion Nacional de Mamiferos
(CNMA) del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), la Coleccion de Mamiferos del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la
Facultad de Ciencias (MZFC) de la UNAM, la Coleccion de Mamiferos de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) y la
Coleccion de Mamiferos de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa
(UAM-I). Las colecciones cientificas estadounidenses fueron consultadas a través de la
revision de la literatura cientifica publicada (Carraway, 2007; Lopez-Wilchis, 2003) y la
busqueda en la base de datos MaNIS (http://manisnet.org/) de la Universidad de California
en Berkeley, Estados Unidos.

El fin de esta busqueda fue agrupar la informacion de los registros de colecta de M.
gigas (Apéndice I), a partir de los cuales se generaron los mapas de distribucion y se

identificaron posibles localidades de colecta.

Colecta Cientifica

Los ejemplares de M. gigas son escasos en colecciones cientificas mexicanas. La CNMA
del Instituto de Biologia de la UNAM alberga 22 ejemplares de esta especie de musarafia,
la mayoria de Colima, ya presentes antes de este estudio. Se llevaron a cabo tres salidas al
campo con el fin de colectar M. gigas a las entidades federativas de Nayarit y Guerrero
entre los meses de febrero y mayo del 2009 durante la temporada de secas. Las localidades
donde se trabajo fueron Yetla, municipio de Coyuca de Benitez, Guerrero, del 15 al 20 de

febrero; Santa Rosa, Coyuca de Benitez, Guerrero, del 27 al 31 de marzo; y Venustiano
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Carranza, municipio de Tepic, Nayarit, del 20 al 25 de mayo. La licencia de colector
cientifico de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT)
utilizada fue la de Fernando A. Cervantes con nimero de registro FAUT-0002. El esfuerzo
de captura vari6 dependiendo del numero de dias de colecta, nimero de personas y las
condiciones del lugar como la abundancia de sitios himedos y la dureza del suelo. En
general, en cada salida se colocaron un minimo de 300 trampas de caida (pitfall) que
consistieron en botes de pléastico de 1L enterrados a ras del suelo (Fig. 6A) de manera mas o
menos lineal, en dos o tres sitios de colecta que se escogieron por tener suelo humedo
cubierto de hojarasca y troncos caidos y estar cerca de cuerpos de agua (Fig. 6B). Las
trampas permanecieron en su sitio un minimo de tres noches y se revisaban cada mafana
temprano. En el manejo de las musaranas se siguieron los procedimientos establecidos por
la Sociedad Americana de Mastozoologia (Gannon et al., 2007). Debido a que las
musarafias capturadas mueren rapido por inanicién, es conveniente prepararlas como
ejemplares de museo (craneo, esqueleto y piel), tomando inicialmente las medidas de
longitud convencionales (total, cola, pata y oreja) en milimetros y de peso total en gramos,
y preservar sus oOrganos internos (higado, corazon y rifion) en alcohol al 90-100% tan

pronto sean colectadas para evitar lo mas posible la degradacion del espécimen.

Figura 6. Trampa para musarafas y sitio de colecta. A) Bote de plastico transparente de 1L
enterrado a ras del suelo para servir como trampa de caida. B) Arroyo en la Reserva Forestal de

Santa Rosa, Coyuca de Benitez, Guerrero. Fotos: Alejandra Brefia Ochoa.
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Muestras de Tejidos

Las muestras de tejidos (higado, corazén o rifion) de M. gigas, Cryptotis alticola y Sorex
saussurei procesadas para este estudio fueron solicitadas a la CNMA del Instituto de
Biologia de la UNAM, en donde se almacenan estos tejidos a -75°C y se albergan los
ejemplares de museo correspondientes (Apéndice I). Las muestras solicitadas pertenecen a
16 M. gigas, de las cuales 13 fueron colectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra de
Manantlan, Comala, Colima (CNMA 43089-48098, 43811-43813) y tres, en la Reserva de
la Biosfera Chamela-Cuixmala, La Huerta, Jalisco (CNMA 42923, 42924, 44414); a tres S.
saussurei de la Reserva de la Biosfera Sierra de Manantlan (CNMA 43107, 43108, 43113)
y a tres C. alticola del Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl-Zoquiapan (CNMA
44765-44767). También se procesaron muestras de higados de tres Notiosorex crawfordi
(NMMNH 2388-2390) solicitadas al Museo de Historia Natural y Ciencia de Nuevo
México (NMMNH; Apéndice II).

Obtencion de las Secuencias de Nucleotidos

El procesamiento de todas las muestras de tejidos solicitadas se realizd en el Laboratorio de
Mastozoologia de la CNMA del Instituto de Biologia de la UNAM. La extraccion del ADN
de estas muestras se llevo a cabo utilizando el kit DNeasy Tissue de Qiagen. La
cuantificacion del ADN para determinar la cantidad extraida se hizo con un
espectrofotometro Biomate 3 Thermo Spectronic. La amplificacion mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) de fragmentos de ADNmt se realiz6 en un termociclador
Termo Hybaid PCR Sprint. Los volumenes de los reactivos para la PCR se estandarizaron
para mantener las concentraciones constantes (Apéndice III), mientras que los
oligonucledtidos o primers y las condiciones Optimas para la PCR variaron dependiendo del

fragmento de ADNmt amplificado (Cuadro 1; Apéndice 1V).
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Cuadro 1. Pares de oligonucledtidos o primers utilizados en la amplificacion del gen Cith y del
gen COI de Megasorex gigas (1, 3; 4, 5), Notiosorex crawfordi (1, 3; 4, 5), Cryptotis alticola (1, 2;
6, 7) y Sorex saussurei (1,2; 6, 7).

Gen Primer Secuencia de Nucleotidos Tamano Referencia

MVZ05 5’-CGA AGC TTG ATA TGA 1,140 pb* Irwin et al.,

(1) AAA ACC ATC GTTG -3’ 1991
cip  MVZ14 - GGT CTT CAT CTY HGG Smith y
(2) YTT ACA AGA C -3’ Patton, 1993
H15915  5°- AAC TGC AGT CAT CTC Trwin et al.,
3) CGG TTT ACA AGAC -3’ 1991
LepFl-tl  5- TGT AAA ACG ACG GCC 720 pb* Hebert et al.,
(4) AGT ATT CAA CCA ATC 2004
ATA AAG ATATTG G -3
LepR1-tl  5°- CAG GAA ACA GCT ATG
(5) ACT AAA CTT CTG GAT
COI GTC CAA AAA ATCA -3
RonM  5°- GGM GCM CCM GAT 468 pb* Pfunder ef al.,
(6) ATR GCA TCC C -3’ 2004

NancyM  5’- CCT GGG AGR ATA AGA
(7) ATA TAW ACT TC - 3’

*pb: pares de bases

Los fragmentos de ADNmt amplificados se purificaron utilizando el kit QIAquick de
Qiagen. La electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio de 2 pl de
muestra, tanto del ADN genémico como de los fragmentos amplificados, se llevo a cabo
con un corrimiento de 40 min a 100 volts. El corrimiento en el gel se visualizd con el
programa Molecular Imaging Software en una cdmara Kodak EDAS 290, permitiendo
confirmar el tamano de los fragmentos procesados y determinar su concentracion y pureza.
La secuenciacion en ambas direcciones de los fragmentos purificados de ADNmt se realizo
en uno de los secuenciadores automaticos (ABI Prism 310 6 3100) encontrados en el

Laboratorio de Biologia Molecular perteneciente al posgrado en Ciencias Bioldgicas del
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Instituto de Biologia o en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de

Biotecnologia, ambos de la UNAM.

Los fragmentos de ADNmt procesados corresponden al gen citocromo b (Cith) y al
gen citocromo ¢ oxidasa subunidad I (COI). El tamafio de ambos genes mitocondriales
varia en un maximo de 20 pares de bases (pb) entre diferentes especies de mamiferos pero
no dentro de la misma especie (Tobe et al., 2009). En las especies de musarafias de la
subfamilia Soricinae, el gen Cith tiene una longitud total de 1,140 pb, mientras que el gen
COI, de 1,545 pb (Nikaido et al., 2001; Ohdachi et al., 2006). Las secuencias de
nucleotidos amplificadas en este estudio corresponden a las 1,140 pb del gen Citb de cuatro
especies de musaranas de esta subfamilia y a un fragmento del gen COI el cual para M.
gigas y N. crawfordi es de 720 pb, localizado del sitio 10 al 730 en el extremo 5° del gen,
mientras que para C. alticola y S. saussurei es de 468 pb, localizado del sitio 262 al 730 en

el extremo 5’ del gen.

Caracteristicas de las Secuencias de Nucleotidos

Las secuencias de nucleotidos F (forward) y R (reverse) obtenidas al secuenciar en ambas
direcciones un fragmento de ADNmt amplificado se empalmaron, alinearon y editaron con
el programa BioEdit v.7.0.7.0 (Hall, 1999). La Herramienta de Busqueda de Alineamientos
Basicos Locales (BLAST) se usé para comparar las secuencias de nucledtidos editadas con
aquellas registradas en las bases de datos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y
de BOLD Systems (www.boldsystems.org/) y confirmar que pertenezcan al gen

mitocondrial (gen Cith o gen COI) de la especie de musarafia correspondiente.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas de cada gen mitocondrial se compararon
entre si en busca de regiones conservadas y secuencias idénticas, lo cual permitid
determinar los haplotipos, con el programa BioEdit v.7.0.7.0 (Hall, 1999). Ademas, las
caracteristicas de estas secuencias, como las frecuencias de nucledtidos y codones, las
variaciones de nucledtidos y aminoacidos y la cantidad de transiciones y transversiones con

su relacion, se obtuvieron con el programa MEGA v.4.0 (Tamura et al., 2007). Estos datos
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permiten obtener estimaciones acertadas de distancias genéticas entre secuencias de

nucleotidos homologas (Pesole et al., 1995).

La variabilidad de las secuencias de nucleotidos de cada gen mitocondrial en las
poblaciones analizadas de M. gigas se evalu6 obteniendo la diversidad de nucleétidos (m),
que es la probabilidad de que dos nucledtidos homologos difieran entre dos individuos
escogidos al azar (Nei, 1987); la diversidad de haplotipos (H), la probabilidad de que dos
individuos escogidos al azar tengan distintos haplotipos (Nei, 1987); y el nimero promedio
con su desviacion estandar de las diferencias de nucledtidos entre pares de secuencias.
Estos estadisticos fueron calculados con el programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier y

Lischer, 2010).

La existencia de estructura poblacional en M. gigas se evalu6 mediante el analisis de
varianza molecular (AMOVA), la cual divide la varianza total en componentes aditivos
representados por la variacion asociada con diferencias en la diversidad de nucledtidos y
haplotipos dentro y entre poblaciones (Excoffier et al., 1992). La medida de distancia
genética fue las diferencias de nucleotidos entre pares de haplotipos. La relevancia
estadistica de los componentes de la varianza se evalué con 1,000 permutaciones. Este
estadistico también se calculd con el programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier y Lischer,
2010).

Analisis Filogenético de las Secuencias de Nucledtidos

Las secuencias de nucleo6tidos obtenidas de M. gigas y de las otras especies de musarafias
fueron analizadas filogenéticamente en conjunto. Notiosorex crawfordi fue incluida en el
andlisis debido a que es considerada el grupo hermano de M. gigas, mientras que C. alticola
y S. saussurei, de las tribus Blarinini y Soricini, respectivamente, debido a que la relacion
de sus tribus con la Notiosoricini, integrada por M. gigas y N. crawfordi, no esta resuelta
(Ohdachi et al., 2006). Ademas, estas tres especies son representantes de los otros géneros

de musarafias presentes en México.
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La congruencia filogenética de las secuencias del gen Cith y del gen COI de las
cuatro especies de musarafias se evalud llevando a cabo el anélisis de homogeneidad de
division (partition homogeneity test; Farris ef al., 1994) con el programa PAUP v.4.0b10a
(Swofford, 2001). Debido a que este analisis no encontr6 heterogeneidad significativa entre
las secuencias de los dos genes mitocondriales (P = 0.154), ambos se analizaron
filogenéticamente en conjunto. Con cada una de las tres matrices de datos generadas (gen
Cith, gen COl y los dos combinados) se llevo a cabo el anélisis de distancia genética y el de
vecino mas cercano con el programa MEGA v.4.0 (Tamura et al., 2007), el de parsimonia
con el programa PAUP v.4.0b10a (Swofford, 2001) y el de probabilidad bayesiana con el
programa MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck,
2003).

Las distancias genéticas entre las secuencias de nucleo6tidos se evaluaron utilizando el
modelo de sustitucion de nucleétidos de dos parametros de Kimura (K2p; Kimura, 1980), el
cual presupone que la tasa de transiciones por sitio puede diferir de la tasa de transversiones
(Pesole et al., 1995). Este modelo se escogid ya que se ha utilizado en otros estudios de
ADNmt de musarafias (Fumagalli et al., 1999; Ohdachi et al., 2006) y, por lo tanto, los
resultados son comparables. A partir de las matrices de distancias obtenidas se generaron
arboles de vecino mds cercano para cada caso. El apoyo en los clados de estos arboles se

obtuvo con 1,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985).

Antes de correr el andlisis de parsimonia se eliminaron los caracteres constantes de
las secuencias de nucleotidos. Los caracteres variables fueron considerados durante el
analisis como discretos con cuatro estados posibles: A, C, G y T (adenina, citosina, guanina
y timina, respectivamente); de tipo no ordenado y con pesos iguales. El andlisis heuristico
llevado a cabo tuvo un arbol inicial obtenido mediante adicion por pasos (stepwise
addition) y 100 réplicas de adicion de secuencias de manera aleatoria (random addition
sequence). El algoritmo utilizado para la agrupacion de ramas (branch-swapping) fue el
TBR (tree-bisection-reconnection). A partir de los arboles mas parsimoniosos obtenidos se
generd un arbol de consenso estricto. El apoyo en los clados de este arbol se obtuvo con

una busqueda heuristica de 1,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985).
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Antes de correr el andlisis de probabilidad bayesiana se buscd el modelo de
sustitucion de nucleotidos que mejor se ajusta a las tres matrices de datos con el programa
jModelTest v.0.1.1 (Guindon y Gascuel, 2003; Posada, 2008). Este modelo para todos los
casos, de acuerdo al criterio de informacion Akaike (AIC; Akaike, 1974), es el de tiempo
general reversible mas distribucion gamma (GTR+G; Tavaré, 1986) el cual permite
intervalos de sustitucion instantdneos y variables entre cada uno de los seis pares de

nucledtidos (Zwickl y Holder, 2004).

El andlisis de probabilidad bayesiana se llevd a cabo con dos corridas simultaneas de
cuatro cadenas Marcov Monte Carlo para disminuir la posibilidad de alcanzar una aparente
distribucion estética de los datos. Se utilizaron los valores de calentamiento (heating) de las
cadenas predeterminados por el programa. Los arboles iniciales se obtuvieron de manera
aleatoria y la distribucion de parametros iniciales fue uniforme. Las cadenas se corrieron
por 3,000,000 de generaciones y los arboles se muestrearon cada 100 generaciones. La
distribucion estatica de los datos se determin6 de manera visual tomando en cuenta que la
desviacion estandar promedio de las frecuencias divididas (split frequencies) fuese menor a
0.01. El 25% (7,500) de los valores de los pardmetros y de los arboles muestreados fueron
eliminados mediante quemado (burn-in). El resto de los arboles (22,500) se usaron para
generar un arbol consenso de 50% de mayoria y determinar los valores de probabilidad

posterior que indican el apoyo en los clados (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

Las relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen Cith y del gen COI de M.
gigas se evaluaron en cada caso mediante redes de haplotipos utilizando el algoritmo
Median-Joining (MJ; Bandelt et al., 1999) del programa Network 4.6 (www.fluxus-
engineering.com). Durante el andlisis, los caracteres variables tuvieron pesos iguales y los
parametros, como Epsilon (¢ = 0) el cual estima el nimero maximo de diferencias entre

haplotipos, se mantuvieron con los valores predeterminados por el programa.
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RESULTADOS

Literatura y Colecciones Cientificas

La literatura cientifica acerca de Megasorex gigas hace mencidén de un gran niamero de los
ejemplares de museo encontrados durante la revision de los listados de las colecciones
cientificas mexicanas y estadounidenses (Apéndice I). No se encontrd el registro de ingreso
a una coleccion cientifica de cinco ejemplares, tres de Jalisco y dos de Colima, segin se
reporta en la literatura (Téllez-Giron et al., 1997). La mayoria de los ejemplares de esta
especie de musaraia se encuentran en 11 colecciones estadounidenses de acuerdo a la base
de datos MaNIS y a la literatura (Carraway, 2007; Lopez-Wilchis, 2003). La manera mas
comun en que estan preparados es en craneo y piel y son pocos los que cuentan con el
esqueleto completo. El ejemplar LSUMZ 34380 depositado en el museo de Historia Natural
del Condado de Los Angeles (LSUMZ) es el tinico en una coleccion estadounidense que

tiene tejidos congelados.

Las colecciones mexicanas revisadas directamente que cuentan con ejemplares de M.
gigas preservados en piel, crdneo y esqueleto son la CNMA del Instituto de Biologia de la
UNAM vy la Coleccion de Mamiferos de la UAM-I (Apéndice I). Al momento de las visitas
a la Coleccion de Mamiferos del MZFC de la UNAM vy a la Coleccion de Mamiferos de la

ENCB del IPN no se encontraron ejemplares de museo de esta especie de musarana.

Los mapas generados sefialan las localidades de colecta por entidades federativas de
M. gigas recopiladas en este trabajo (Figs. 7-11). Cada entidad federativa a lo largo de su
distribucion (Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca) cuenta con pocas
localidades de colecta dispersas (Nayarit, Jalisco y Michoacan) o agrupadas (Colima y
Guerrero) en una zona particular. La mayoria de los ejemplares de museo registrados en
colecciones cientificas de México y Estados Unidos, incluyendo aquel descrito inicialmente
u holotipo (Merriam, 1897), se han capturado en dareas riberefias con suelo humedo,
troncos, rocas y cantos rodados dentro del bosque tropical caducifolio de la costa del

Pacifico y la cuenca del Balsas (Carraway, 2007).
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Figura 11. Localidades donde se ha colectado a Megasorex gigas en Guerrero y Oaxaca. Los

numeros estan citados en el Apéndice 1.

El bosque tropical caducifolio estd gravemente amenazado por la destruccion y
perturbacion ocasionada por actividades humanas como la agricultura, el pastoreo de
ganado bovino y la explotacion maderera (Trejo y Dirzo, 2000). El 68% de este tipo de
vegetacion permanece inalterado en Oaxaca (Sanchez-Cordero et al., 2005), sin embargo,
en esta entidad federativa solo se tiene un registro de M. gigas (Fig. 11; Apéndice I;

Goodwin, 1969).

Areas en otras entidades federativas donde aun es posible encontrar inalterado al
bosque tropical caducifolio y se cuentan con algunos registros de esta especie de musarafia
incluyen: el noreste y suroeste de Nayarit (Fig. 7; Fisher y Bogan, 1977); extremos
opuestos de la costa de Jalisco (Fig. 8; T¢éllez-Giron et al., 1997); el norte de Colima (Fig.
9; Cervantes et al., 2008; Montiel, 2006); el suroeste de Michoacan, donde el rio Balsas
desemboca al mar (Fig. 10; Carraway, 2007; Hibbard, 1950); y en el oeste y este de
Michoacan, dentro de la cuenca del Balsas (Fig. 10; Garcia, 2006). Por otro lado, existen
extensas areas entre localidades de colecta donde ain hay bosque tropical caducifolio y no

se ha registrado la presencia de M. gigas, tal es el caso del norte de Nayarit, gran parte del
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oeste de Jalisco, la mayor parte de la cuenca del Balsas en Michoacédn y la Costa Grande de
Guerrero. Esto indica lo poco que se ha estudiado a esta especie de musarafia en México y

la escasa informacion que se tiene acerca del estado actual de sus poblaciones.

Colecta Cientifica

En las salidas de campo a las localidades de Yetla, municipio de Coyuca de Benitez,
Guerrero y de Venustiano Carranza, municipio de Tepic, Nayarit, llevadas a cabo del 15 al
20 de febrero y del 20 al 25 de mayo del 2009, respectivamente, no se colectd ninguna M.
gigas ni ejemplar de musarafia de otro género. En la salida a Santa Rosa, Coyuca de
Benitez, Guerrero, llevada a cabo del 27 al 31 de marzo del 2009, no se colectaron M. gigas
pero si 10 ejemplares de Cryptotis y una de Sorex. A éstos 11 especimenes se les tomo las
medidas de longitud convencionales (total, cola, pata y oreja) en milimetros y de peso total
en gramos y fueron preparados como ejemplares de museo (craneo, piel y esqueleto) para
su ingreso a la CNMA; ademas, los 6rganos internos (higado, corazén y rifion) fueron

preservados en alcohol al 90-100% en campo y a -75°C en esta coleccion cientifica.

Secuencias de Genes Mitocondriales

Las secuencias de nucleotidos se obtuvieron de 16 M. gigas de la CNMA: 13 de la Reserva
de la Biosfera Sierra de Manantldn (CNMA 43089-48098, 43811-43813) y tres de la
Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala (CNMA 42923, 42924, 44414). Ademas, se
obtuvo las secuencias de nucledtidos de una M. gigas de Chilpancingo de los Bravo,
Guerrero (CNMA FR1112) la cual estd preservada en alcohol al 100% y se ingreso a la
CNMA como parte del presente estudio, representando el Unico ejemplar de esta entidad
federativa con tejidos congelados actualmente en esta coleccion cientifica (Apéndice I).
También se obtuvieron las secuencias de nucledtidos de tres S. saussurei (CNMA 43107,
43108, 43113) y tres C. alticola (CNMA 44765-44767) de la CNMA y de tres N
crawfordi (NMMNH 2388-2390) del NMMNH (Apéndice II).
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El analisis de BLAST indicé que las secuencias de nucledtidos obtenidas se alinean
con facilidad con las de genes mitocondriales de otras especies de musarafias debido a su
similitud, por lo tanto, corresponden al gen Cith o al gen COI. Estas secuencias se
ingresaron a las bases de datos de GenBank y BOLD Systems. Antes de este trabajo, en
GenBank se tenia registrada una sola secuencia del gen Citb (1,140 pb) de una M. gigas de
Comala, Colima (AB175150; Ohdachi et al., 2006), en cambio, ni en GenBank ni en
BOLD Systems se tenia registrada alguna secuencia del gen COI de esta especie de

musarana.

Las secuencias de 1,140 pb del gen Cith de todos los ejemplares de musarafias
analizados y las de 720 pb del gen COI de M. gigas y N. crawfordi son de buena calidad y
se obtuvieron utilizando los oligonucleotidos o primers, las condiciones de reaccion y los
volimenes de reactivos para la PCR descritos en métodos (Cuadro 1; Apéndices I1I y IV).
Debido a que no fue posible amplificar el fragmento de 720 pb del gen COI de C. alticola 'y
S. saussurei, se optd por amplificar uno mas corto de 468 pb localizado en la misma region
del gen que el primero. Para esto se utilizaron los primers descritos en métodos para estas
especies de musarainas (Cuadro 1) y las condiciones originales de la PCR se modificaron
para cada una (Apéndice IV; Pfunder ef al., 2004). La temperatura de alineacion se subid a
60°C para amplificar las muestras de S. saussurei y a 55°C para las de C. alticola. Ademas,
a la mezcla para la PCR de las muestras de esta ultima especie se afadio 0.625 pl de

albiimina sérica bovina pura (BSA) para incrementar la especificidad de la reaccion.

Frecuencias de Nucledtidos y Codones

Los cuatro nucleodtidos, tanto pirimidinas (timina y citocina) como purinas (adenina y
guanina), estan repartidos en distinta proporcion a lo largo de los dos genes mitocondriales
analizados de las cuatro especies de musarafias, siendo la T la mas comun y la G la menos.
En el gen Cith de las cuatro especies y en el gen COI de M. gigas y N. crawfordi, el
nucleotido mas abundante (%) es T (30.6 Cith; 32.2 COI), seguida de A (28.8 Citb; 27.1
COI), después C (27.1 Citb; 23.9 COI) y por ultimo G (13.5 Citb; 16.9 COI). En cambio,
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en el gen COIl de C. alticola y S. saussurei, el nucledtido mas abundante nuevamente es T

(29.7%), pero le sigue C (27.7%), después A (25.1%) y por ultimo G (17.6%).

Los cuatro nucledtidos también estan repartidos en distinta proporcidon en cada una de
las tres posiciones de los codones de los genes mitocondriales analizados de las cuatro
especies de musarafias. En el gen Cith y en el gen COI, la G es escasa en la tercera
posicion, la T es abundante en la segunda y los nucledtidos se reparten de manera
homogénea en la primera (Cuadros 2 y 3). Sin embargo, en la tercera posicion del gen COI
de N. crawfordi, la cantidad de T es mayor (44.5%) y la de C menor (14.2%) a lo
encontrado en la misma posicion de este gen de las otras especies de musarafias analizadas

(Cuadro 3).

La frecuencia de nucledtidos tiene mayor variacion en la tercera posicion del codéon
de los genes mitocondriales analizados de las cuatro especies de musaranas. En esta
posicién se obtuvo los valores mas altos de desviacion estandar (2.2 Citb; 4.7 COI), seguida
de la primera (1.0 Citb; 1.3 COI) y por ultimo la segunda (0.3 Cith; 0.7 COI; Cuadros 2 y
3). Este orden de variabilidad se debe a que muchas sustituciones de nucledtidos en la
tercera posicion del codon son sindnimas o silenciosas ya que no modifican al aminoacido

codificado.

Los codones sindnimos, mismo aminoacido codificado, se reparten con distinta
frecuencia en los genes mitocondriales analizados de las cuatro especies de musarafias. En
el gen Cith y en el gen COI, no hay una tendencia general evidente a la preferencia de
ciertos codones sindnimos sobre otros con excepcion de que los menos comunes son
aquellos que tienen G en la tercera posicion (Cuadro 4). En esta posicion el porcentaje del
contenido G+C (35.6 Citb; 29.8 COI) es menor al del A+T (64.3 Cith; 70.2 COI). Ademas,
en el gen COI, la frecuencia promedio de los codones TGT y TGC que codifican cisteina es

cero y, en el gen Cith, el codon de inicio es ATG y el de término, AGA.
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Cuadro 4. Frecuencia promedio y uso relativo de codones sinonimos (en paréntesis) del gen Cith y
del gen COI de: 1) Sorex saussurei, 2) Cryptotis alticola, 3) Notiosorex crawfordi y 4) Megasorex

gigas. En los codones, la U (uracilo) equivale a la T (timina).

+ , GenCitp GenCcor
X" Codén 1 2 3 4 1 2 3 4
g UL 9(06) 15(1.1)  12.7(09) 89(0.6) 5(0.8) 4(0.5 123(1.5) 89(L1)

UUC  20(14)  13(0.9) 143(L.1) 189(1.4) 7(12) 12(1.5) 3.7(0.5 7.1(0.9)
UUA  13(12)  16(1.5) 18.3(1.8) 164(1.6) 6(1.3) 73(1.4) 87(L5) 11.5(2)

UUG  0(0) 0 (0) 1(0.1)  0(0) 0(0) 0(0) 1(02)  2.1(04)
CUU  9(0.9) 7(07)  9(0.9)  105(1) 3(0.7) 6(l.1) 9(L6)  8.1(14)
L' cuc 100 17(1.6)  153(1.5) 12.6(1.2) S5(1.1) 6(1.1) 6(1.1)  4.9(0.9)
CUA 28(27) 21.7(2) 19(1.8) 203(2) 9(2) 1072 93(1.6) 6.6(1.2)
CUG 3(03) 2.3(0.2) 0(0) 2.8(0.3) 4(09) 2(04) 0(0) 0.8 (0.1)
T AUU 15(09)  17(1)  24.7(1.2) 183(1) 5(0.8) 12(1.5) 163(1.9) 11.2(1.2)
I Auc 181y 18(1)  163(08) 197(1) 7(12) 4(0.5) 0.7(0.1) 7.7(0.8)
T AUA 9(L5) 11(1.6) 103(L.7) 9.2(1.6) 6(1.5) 12(1.7) 103(0.7) 9.9(L.5)
Mo auG 3009 3(04)  1.7(03) 2(04)  2(0.5 2(03) 1.7(03) 3.1(0.5)
T GUU  3(0.6) 7(1.6)  83(2.1) 58(12) 5(1.5 5(12) 10.7(2.5) 5.8(1.6)
GUC 6(1.2) 6(1.3)  53(13) 32(0.7) 3(0.9) 8(2) 03(0.1) 4.1(1.2)
V. oGua 100 5(1.1)  23(0.6) 88(1.8) 4(12) 3(08) 6(1.4)  4(l.1)
GUG 1(02) 0 (0) 0 (0) 1.2(0.2) 1(0.3) 0(0) 0 (0) 0.2 (0.1)
T UCU  4(0.9) 409 8(1.6)  35(1)  4@2) 2(09 4(L.7)  3(14)
UCC  6(1.4) 5(12)  67(1.3) 38(1)  1(05) 1(0.5 2(09)  1(0.5)
S wca 117Q7) 13G) 12024 10829 63) 732 626 1032
UCG 13(03)  0(0) 0 (0) 1(03) 0(0) 1(0.5 0(0) 0 (0)
T CCU 407 3(0.5) 53(1)  49(0.9) 4(1.1) 1(02) 43(l.1) 4()
ccec o 6(1) 407) 63(12) 7(13)  4(L1) 5(12) 4(1) 2.3 (0.6)
Pcca 1007 1527 10018)  10.1(1.8) 6(1.7) 83(2.1) 7(1.8)  9.7(2.4)
CCG  3(0.5) 0 (0) 0 (0) 0.1(0.1) 0(0) 1.7(04) 0.7(02) 0(0)
 ACU  2(04) 3(05)  2(04)  55(1) 1(03) 7(22) 6(15)  8.1(L9)
ACC  5(0.9) 63(1.1) 33(0.6) 33(0.6) 4(13) 3(09) 2(0.5  2.9(0.7)
T ACA 1507 14024 177G.0) 1424) 723) 309 8(Q2) 5.9 (1.4)
ACG  0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0.1(0.1)
GCU  6(1) 508 8(1.6)  7.8(1.2) 41)  5(0.9) 103(1.9) 9.2(1.7)
GCC  9(14) 97(1.6) 2.7(0.5 8(12)  5(12) 122.1) 4(0.7)  4.8(0.9)
A Gea  9(14) 9(1.5)  10(1.9) 112(L.7) 7(1.8) 6(1) 7(13) 69(1.2)
GCG 1(02) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0.7(0.1) 1.1(0.2)
T UAU  9(13) 9(13)  7.7(L1) 5(07)  1(0.7) 3(12) 6(2) 2(0.7)
Y vac 5007 5(07)  63(0.9) 99(1.3) 2(13) 2(08) 0(0) 4(1.3)
UAA  0(0) 0 (0) 0 (0) 0.1(02) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
* UAG  0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
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Gen Citb Gen COI

X" Codén —— 2 3 . S T R
H CAU 3(0.5) 2(0.3) 2.7(0.4) 83(14) 1(0.5 2(0.8) 4(1L3) 3.8 (1.3)
CAC 9(1)5) 10(1.7) 9.3(1.6) 3.8(0.6) 3(1.5 3(1.2) 2(0.7) 2.2 (0.7)
 CAA  6(2) 7(2) 63(1.8) 5915 2(13) 5(@2) 4(1.3) 3.9(1.3)
Q CAG 0(0) 0 (0) 0.7(0.2) 19(0.5) 1(0.7) 0(0) 2 (0.7) 2.1(0.7)
 AAU  9(L.D) 3(0.4) 6.7(0.8) 42(0.5) 2(0.6) 2(04) 73(1.5) 62(1.2)
N AAC  7.7(0.9) 13(1.6) 9(1.2) 11.8(1.5) 5(1.4) 7(1.6) 2.7(0.5) 4.2(0.8)
 AAA 87(1L7)  8(1.8)  10(2) 75(16) 12) 1) 2(1.3) 2(1.6)
K AAG  1.3(0.3) 1(0.2) 0(0) 1.8(0.4) 0(0) 0(0) 1(0.7) 0.5 (0.4)
 GAU  3(0.5) 2 (0.3) 5(0.8) 85(14) 3(1.2) 3(0.9) 7301.7)  4(09)
D GAC 9(1.5) 10(1.7) 7(1.2) 33(0.6) 2(0.8) 4(1.1) 1.3(0.3) 4.5(1.1)
 GAA  5(1.7) 3(1.2) 4 (1.6) 38(1.5) 3(22) 2(1.3) 3(2) 1.9 (1.3)
E GAG 1(0.3) 2 (0.8) 1(0.4) 1.2(0.5) 0(0) 1(0.7) 0 (0) 1.1 (0.7)
~ UGU  1(0.5) 0 (0) 2(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
¢ UGC 3(1.5) 502) 2(1) 4(2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
 UGA  12(2) 12 (2) 12 (2) 11(1.8) 3(1.2) 5(1.7) 6(2) 59Q2)
w UGG 0(0) 0(0) 03(0.1) 1(0.2) 2(0.8) 1(0.3) 0 (0) 0.1 (0.1)
~ CGU  0(0) 1(0.5) 0.3(0.2) 1(0.5) 227 1(1.3) 1(1.3) 0(0)
CGC 3(1.5) 1(0.5) 0.7(0.3) 0(0) 1(1.3) 0(0) 1(1.3) 1(1.3)
R CGA 55 6(3) 7 (3.5) 6(3) 00) 227 1(1.3) 2(2.7)
CGG 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.5) 00) 0(0) 0(0) 0(0)
~ AGU  0(0) 1(0.2) 0.7(0.1) 0.8(0.2) 0(0) 1(0.5) 0 (0) 1.8 (0.8)
S AGC 3(0.7) 3(0.7) 2.7(0.5) 22(0.6) 1(0.5) 1(0.5 2(0.9) 0.2 (0.1)
. AGA 1.3 (4) 1(4) 1(4) 1(3.8) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
AGG 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
~ GGU 3(0.5) 3(0.5) 3.7(0.6) 29(0.5) 3(0.8) 9(1.6) 8(1.3) 3.4 (0.6)
GGC 11(1.8) 9(1.4) 7.7(1.2) 62() 5(1.3) 3(0.5) 2304 6()
G GeGa 9(1.4) 13(2.1) 12.3(2) 13 (2.1) 5(1.3) 9(1.6) 11.3(1.9) 11.5(1.9)
GGG 2(0.3) 0(0) 1.3(0.2) 29(0.5) 2.5 1(0.2) 2704 3.5(0.6)
X*: Aminoacidos *: Codon de término
A: Alanina I: Isoleucina
R: Arginina L: Leucina
N: Asparagina K: Lisina
D: Acido Aspartico M: Metionina
C: Cisteina P: Prolina
F: Fenilalanina S: Serina
E: Acido Glutdamico Y: Tirosina
Q: Glutamina T: Treonina
G: Glicina W: Triptofano
H: Histidina V: Valina
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Variaciones de Nucleotidos y Aminoacidos

Los sitios de variacion de nucledtidos estan repartidos homogéneamente a lo largo de los
genes mitocondriales analizados de las cuatro especies de musarafias. Sin embargo, en el
gen Cith, hay una regioén conservada de 16 nucleodtidos del sitio 329 al 344, mientras que en
el gen COI de M. gigas y N. crawfordi hay otra region conservada de 33 nucleotidos del
sitio 15 al 47. Ademas, las tres secuencias del gen COI de S. saussurei son idénticas entre
si.

Las secuencias de 1,140 pb del gen Citb de los ejemplares de musarafias analizados
tienen 400 sitios variables, por otro lado, las de 720 pb del gen COI de las 17 M. gigas y
tres N. crawfordi tienen 145, y las de 468 pb de este gen de las tres C. alticola y tres S.
saussurei, 110. Entre las M. gigas, en el gen Citb hay 109 sitios variables, mientras que en
el gen COI, 54 (Cuadro 5). En ambos casos, el mayor porcentaje esta en la tercera posicion
del codon (79.8 Cith; 88.9 COI). Entre las 13 M. gigas de la poblacion en Sierra de
Manantlan, el gen COI estd mas conservado que el gen Cithb ya que en el primero hay

unicamente dos sitios variables, mientras que en el segundo, 17.

Cuadro 5. Numero (porcentaje) de sitios variables en las tres posiciones de los 380 codones de las
1,140 pb del gen Citb de las cuatro especies de musarafias, de los 240 codones de las 720 pb del gen
COl de las tres Notiosorex crawfordi y 17 Megasorex gigas 'y de los 156 codones de las 468 pb del
gen COI de las tres Cryptotis alticola.

— GenCith GemcOl
1P 24P 3P Total 1P 24P 3P Total

S. saussurei - 1(33.3) 2(66.7) 3 - - - 0

C. alticola 1 (50) - 1 (50) 2 1 (50) - 1 (50) 2

N. crawfordi 5 (12.8) 2(5.1) 32 (82) 39 1(63) 1(6.3) 14(87.5) 16

M. gigas: 14 (12.8) 8(7.3) 87 (79.8) 109  5(9.2) 1(1.8) 48(88.9) 54
Ch-C' 1 (25) 1(25) 2 (50) 4 1(25) - 3(75) 4
SM? 5(29.4) 3(17.6) 9(52.9) 17 - 1(50) 1(50) 2

P: Posicion en el codén; 'Ch-C: Chamela-Cuixmala; *SM: Sierra de Manantlan
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Las transiciones (Ti), sustitucion de una purina o pirimidina por otra, son mas
comunes que las transversiones (Tv), una purina por una pirimidina o viceversa, en los
genes mitocondriales analizados de todos los ejemplares de musarafias. Ademas, la relacién
entre ambas varia en cada una de las tres posiciones de los codones. Las 400 sustituciones
en el gen Cith, en promedio, son 83 Ti y 52 Tv con una relacion total de 1.6 y en cada
posicion de 3.0 en la primera, 2.9 en la segunda y 1.3 en la tercera. En cambio, las 218
sustituciones en el gen COI, en promedio, son 42 Tiy 31 Tv con una relacién total de 1.4 y

en cada posicion de 5.9 en la primera y 1.2 en la tercera.

En las 17 M. gigas, de las 109 sustituciones en el gen Cith, 89 (67 Ti; 22 Tv)
distinguen a las poblaciones analizadas, mientras que de las 54 en el gen COI, 48 (46 Ti; 2
Tv) tienen el mismo efecto (Cuadros 6 y 7). Debido a esto, ambos genes mitocondriales
varian en unas cuantas sustituciones entre ejemplares dentro de cada poblacion. Por
consiguiente, la diversidad de nucledtidos () es baja entre las tres M. gigas de la poblacion
en Chamela-Cuixmala (0.004 £+ 0.003 Citb y COI) y entre las 13 de la poblacion en Sierra
de Manantlan (0.003 + 0.002 Citb; 0.002 + 0.001 COI).

Las variaciones de aminoacidos en los genes mitocondriales analizados de todos los
ejemplares de musarafias se deben a una sustitucién de nucleoétido en el codon diferente. En
los 380 codones del gen Citd de las 17 M. gigas, las sustituciones que generan cambio de
aminodcido son 19, repartidas ocho en la primera posicion (4 Ti; 4 Tv), ocho en la segunda
(2 Ti; 6 Tv) y tres Tv en la tercera. Ademas, de estos 19 cambios, 10 distinguen a las
poblaciones analizadas de esta especie de musarafia (Cuadro 8). Por otro lado, en los 240
codones del gen COI de M. gigas, las sustituciones que generan cambio de aminoacido son
tres, repartidas cada una en una posicion (2 Ti; 1 Tv), y sélo un cambio distingue a las
poblaciones analizadas. Este se da en el codén 185 donde en la poblacion en Chilpancingo
de los Bravo (ChB) es GTT que codifica valina, mientras que en las poblaciones en

Chamela-Cuixmala (Ch-C) y Sierra de Manantlan (SM) es ATT que codifica isoleucina.
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Cuadro 6. Variaciones de nucle6tidos en las 1,140 pb del gen Citb entre las tres poblaciones analizadas de Megasorex gigas.

_ Posicionen el Gen Cith

m480
m477
o
oo
0o
m447
m444
m426
m369

N O o

2 4 4
5

P*

T GT CTACTU CCCCTTAAAGTATTTTC

ChB A A C C

¢ch T ATATCACCTSGTTT CTU CCCTTAGATTT CZCZ CTCT

SM T CcC ACCATTCACCTTTTZ CCTTAACTT CCTTT

PosicionenelGenCith

10 © I~
I~ o

0~ 00 &N

i~ 0

O O\ \O

o N

o n <+

o <+ n

ChB ACCAGTGCCTT CCTATTS GTT CCTATACTT CTCTCA

ChC ATTUCACACCATU CCGCAAATATAT GTT CTT AA

SM GT T CATGTAACTT GCAAACACTT CGTT CCTCG

__Posicion en el Gen Cith

e
e
et = O
m1097
m1095
m1094
MIOOOI
MIOSO
m1065
m1053
MIOSO
— O n
— O N \O
— o
m1003
o <+ ©
o

AN T AN

AN — A

AN O O

0 N AN
0 T O
0 — N

o0 — N

P*

ChB G CTCGGCTTU GCATG GATACCCATT GCCAT AC

¢ch G T CTAATCACTCAGCGCTTTTTTTTTCGA

SM A TCTAGATTTACAGT GTTTAATT CTZOCTTT C

*P: Poblacion; ChB: Chilpancingo de los Bravo; ChC: Chamela-Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan
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Cuadro 7. Variaciones de nucle6tidos en las 720 pb del gen COI entre las tres poblaciones analizadas de Megasorex gigas.

__PosicionenelGencor

P*

¢c(h B C G T T €C C€C A A A C T A C C G C A AT C G G G A

c G A G T C GG T T A T G C C C A A A A

ChC T A G C T

T 6 G G T T G C T A T A C C T A A A G

SsM C A T C T

__PosicionenelGencor

<t <+ <t
It <t —

It o

P*

T G T T A T C

c ¢ ¢ A AT A C A C T T C A T C A T C

T
c ¢ T €C A AT A C AT C A C A C C G C T

T €¢C T G G €C G T G T T

T

T
Ch T T C C T

ChB C C T

T

SM C T T

*P: Poblacion

ChB: Chilpancingo de los Bravo

ChC: Chamela-Cuixmala

SM: Sierra de Manantlan
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Cuadro 8. Variaciones de aminoacidos en los 380 codones del gen Citd y los 240 del gen COI

entre las tres poblaciones analizadas de Megasorex gigas.

Gen No- . Poblacién
Codon Ch-C SM ChB
3 Tirosina Tirosina Asparagina
16 Asparagina Asparagina Treonina
212 Glutamina Glutamina Leucina
232 Valina Valina Isoleucina
Cith 236 Isoleucina Isoleucina Valina
302 Metionina Isoleucina Isoleucina
312 Histidina Glutamina Glutamina
365 Isoleucina Isoleucina Asparagina
366 Metionina Metionina Lisina
374 Lisina Asparagina Asparagina
COI 185 Isoleucina Isoleucina Valina

Ch-C: Chamela-Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan; ChB: Chilpancingo de los Bravo

En los 380 codones del gen Citb de las tres N. crawfordi hay cuatro sustituciones de
nucledtidos que generan cambios de aminoacidos localizados en la primera (1 Ti; 1 Tv) y
en la segunda posicion (1 Ti; 1 Tv), mientras que en los correspondientes de las tres C.
alticola 'y tres S. saussurei hay una sustitucion en cada una que genera este cambio
localizada en la primera posicion (1 Ti) y en la tercera (1 Tv), respectivamente. En el gen
COl, so6lo en los 240 codones de las N. crawfordi hay una Ti en la segunda posicion que

genera cambio de aminodacido.

Haplotipos Mitocondriales

Las 17 secuencias del gen Citb de M. gigas representan 14 haplotipos ya que difieren entre
si en uno o mas nucledtidos. De éstos, 12 estan integrados por una sola secuencia y los
otros dos, por secuencias de la poblacién en SM; uno por: CNMA 43093 y 43098; y el otro
por: CNMA 43096, 43097 y 43811. Por otro lado, las 17 secuencias del gen COI de esta

especie de musarafia representan siete haplotipos. De éstos, cuatro estan integrados por una
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sola secuencia y los otros tres, por las 13 secuencias de la poblacion en SM; un primero
por: CNMA 43094 y 43096; un segundo por: CNMA 43092, 43093, 43095, 43098 y
43811; y un tercero por: CNMA 43089, 43090, 43091, 43097, 43812 y 43813.

La diversidad de haplotipos (H) en cada poblacion analizada de M. gigas es alta. La
mayor diversidad en ambos genes mitocondriales se encuentra entre los haplotipos de la
poblacion en Ch-C (1.0 += 0.3 Cith y COI) debido a que todas las secuencias son diferentes.
En cambio, la diversidad de haplotipos entre los de la poblacion en SM (0.95 £+ 0.05 Citb;
0.67 = 0.08 COI) es menor en el gen COI que en el gen Citd ya que hay tres haplotipos del

primero y 10 del segundo.

Las nueve secuencias del gen Cith de las otras tres especies de musarafias representan
cada una haplotipos distintos con excepcion de dos de S saussurei (CNMA 43107, 43108).
En cambio, las secuencias del gen COI de dos C. alticola (CNMA 44766, 44767) y las tres
de S. saussurei (CNMA 43113, 43107, 43108) representan un haplotipo, mientras que las

tres secuencias de N. crawfordi representan haplotipos distintos.

La mayoria de los ejemplares de musaraiias que tienen secuencias idénticas entre si
del gen Cith no tienen secuencias idénticas entre si del gen COI. Las tnicas excepciones
son dos M. gigas (CNMA 43093, 43098) y dos S. saussurei (CNMA 43107, 43108). A
pesar de esto, es factible eliminar la posibilidad de que la similitud se deba a errores de
laboratorio, como la contaminaciéon del ADN, ya que éstos causarian que una mayor
cantidad de secuencias fueran idénticas en ambos genes mitocondriales entre los mismos

ejemplares (Hafner ef al., 2009).

Estructura Poblacional y Analisis Filogenético

Las poblaciones analizadas de M. gigas estan genéticamente diferenciadas ya que no
comparten ningin haplotipo mitocondrial encontrado. La AMOVA revel6 un alto nivel de
estructura genética (®st = 0.94 Cith; Osr = 0.956 COI) indicando que la mayoria de la
variacion genética se encuentra repartida entre las poblaciones de esta especie de musarafia

(94.05%, P < 107 Cith; 95.64%, P < 10~ COI).
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La topologia de las redes de haplotipos de M. gigas es distinta para el gen Cithb que
para el gen COI. Sin embargo, en ambos casos se distinguen las tres poblaciones analizadas
ya que los haplotipos tienen menos sustituciones o mutaciones entre si al interior de que

entre las poblaciones de esta especie de musarana.

La mayor distancia genética obtenida entre las M. gigas es de 6.8% para el gen Citb,
de 5.6% para el gen COI y de 6.4% para los genes mitocondriales combinados. Entre las
tres poblaciones analizadas de esta especie de musarana, las distancias genéticas obtenidas
son mas altas para el gen Citb (4.3-6.8%) que para el gen COI (3.1-5.6%) lo cual se debe a

un mayor nimero de sustituciones de nucledtidos en el primero que en el segundo.

La topologia de todos los arboles generados por parsimonia, probabilidad bayesiana y
vecino mas cercano es similar. Las 17 M. gigas se agrupan en un clado monofilético
subdividido en tres filogrupos que corresponden a las tres poblaciones analizadas (Ch-C,
SM y ChB). Las tres N. crawfordi se agrupan en un clado monofilético hermano al de las
M. gigas. Las tres C. alticola y las tres S. saussurei también se agrupan en clados
monofiléticos respectivos que forman parte del grupo externo. Ademas, el apoyo en los
principales clados por bootstrap y por probabilidad posterior en todos los arboles
filogenéticos generados es alto. La monofilia de M. gigas tiene un apoyo de bootstrap de
100 y 99 en todos los arboles de parsimonia y de vecino més cercano, respectivamente, y de

probabilidad posterior de 1.0 en todos los arboles de probabilidad bayesiana.

En todos los analisis heuristicos de parsimonia, las diferencias entre los arboles de
misma longitud obtenidos estuvieron principalmente al interior del filogrupo SM de M.
gigas. Debido a esto, se muestran en cada caso Unicamente los arboles generados por

consenso estricto.

Gen Citocromo b

Los 740 caracteres constantes de las 26 secuencias del gen Cith (1,140 pb) de las cuatro
especies de musarafias fueron eliminados antes de llevar a cabo el andlisis de parsimonia.

De los 400 caracteres variables, 378 son informativos. De éstos, 76 (20.1%) se encuentran
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en la primera posicion, 15 (4.0%) en la segunda y 287 (75.9%) en la tercera. El anélisis
heuristico generd 222 arboles diferentes, todos con una longitud de 622 pasos a partir de los
cuales se obtuvo el arbol consenso (Fig. 12). Este arbol tiene una longitud de 622 pasos,
indice de consistencia (Ci) de 0.787, indice de homoplasia (Hi) de 0.213, indice de
retencion (Ri) de 0.928 e indice reescalado (Rc) de 0.737.

Los 22,500 arboles muestreados en cada una de las dos corridas del analisis de
probabilidad bayesiana tienen un logaritmo natural de verosimilitud (InL) promedio de
—4275.804 y de —4275.852, respectivamente. A partir de éstos con cada corrida se genero el

mismo arbol consenso (Fig. 13).

La distancia genética entre M. gigas y las otras especies de musarafias, en promedio
de menor a mayor, es 19.8% (intervalo de 18.9-20.5%) con N. crawfordi, 22.8%
(22.3-23.4%) con C. alticola y 26.3% (25.5-26.9%) con S. saussurei (Cuadro 9). Estos
valores son mayores a los obtenidos dentro de M. gigas y se reflejan en la amplia longitud
de las ramas entre los clados de estas especies de musarafias en el arbol de vecino mas

cercano (Fig. 14).

La topologia del arbol de parsimonia (Fig. 12), de probabilidad bayesiana (Fig. 13) y
de vecino mas cercano (Fig. 14) es muy similar. En todos estos arboles, el grupo
monofilético de S. saussurei se encuentra en la base, seguido del de C. alticola, después el

de N. crawfordi y por tltimo el de M. gigas.

El clado monofilético de M. gigas esta subdividido en tres filogrupos que incluyen los
mismos haplotipos en los tres arboles filogenéticos (Figs. 12—14). El filogrupo Ch-C esta
integrado por tres secuencias que representan haplotipos distintos ya que, en promedio,
tienen 4.0 £ 2.7 sustituciones (1 Ti; 3 Tv) y 0.4% de distancia genética. El filogrupo SM
esta integrado por 13 secuencias que representan 10 haplotipos. En promedio, estos
haplotipos tienen 3.5 £ 1.9 sustituciones (2 Ti; 1 Tv) y 0.3% de distancia genética
(0.1-0.7%). Los dos filogrupos se sustentan cada uno con un apoyo de bootstrap de 100 y
99 en el arbol de parsimonia y de vecino mas cercano, respectivamente, y de probabilidad

posterior de 1.0 en el bayesiano.
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Figura 12. Arbol consenso (estricto) de parsimonia del gen Cith (1,140 pb) de S. saussurei, C.
alticola, N. crawfordi y M. gigas. Los nimeros indican pasos (arriba) y bootstrap de 1,000 réplicas
(abajo). Los simbolos M, &, @ sefialan ejemplares con secuencia idéntica. ChB: Chilpancingo de

los Bravo, Ch-C: Chamela-Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan.
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Figura 13. Arbol consenso (50% de mayoria) de probabilidad bayesiana (modelo GTR+G) del gen
Cith (1,140 pb) de S. saussurei, C. alticola, N. crawfordi y M. gigas. Los niimeros indican
probabilidad posterior. La escala indica sustituciones/sitio. Los simbolos B, & 6 ®& sefialan
ejemplares con secuencia idéntica. ChB: Chilpancingo de los Bravo, Ch-C: Chamela-Cuixmala;

SM: Sierra de Manantlan.
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Figura 14. Arbol de vecino mas cercano (modelo K2p) del gen Citb (1,140 pb) de S. saussurei, C.
alticola, N. crawfordi y M. gigas. Los nameros indican bootstrap de 1,000 réplicas. La escala indica
distancia genética. Los simbolos B, & @& sefialan ejemplares con secuencia idéntica. SM: Sierra de

Manantlan, Ch-C: Chamela-Cuixmala, ChB: Chilpancingo de los Bravo.
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Cuadro 9. Distancias genéticas K2p en porcentaje (abajo de la diagonal) del gen Citd (1,140 pb) de Sorex saussurei, Cryptotis alticola,

Notiosorex crawfordi y Megasorex gigas. Transiciones/transversiones (arriba de la diagonal) en este gen de M. gigas.*

S. saussurei C. alticola N, crawfordi Megasorex gigas

CNIA CNMA CNIMA CNMA CNMA CNMA NMMNH NMMNH NMMNH - FR CNIMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA
43113 43107 43108 44765 44766 44767 2388 2389 2390 1112 44414 42924 42923 43096 43083 43090 43097 43098 43092 43093 43094 43095 43091 43811 43812 43813

Megasorex gigas

S. saussure (CNMA43113) -

8 saussurei (CNMA43107) 0.3

S. saussurel (CNMA43108) 03 0

C. alticola (CNMA44765) 234 231 231 -

C. alticola (CNMA44766) 233 229 29 01 -

C. alticola (CNMA44767) 234 231 231 02 01

N crawfordi (NMMNH2388) 227 224 224 223 225 226 -

N crawforci (NMMNH2389) 241 238 238 217 218 219 35 -

N crawfordi (NMMNH2390) 229 227 227 223 225 26 03 34

' CNMAFR1112 259 255 265 224 223 23 20 189 201 - 4916 5019 49116 4919 49118 51/23 49119 51119 50118 51119 52119 50119 51119 49/19 50119 50119
CNMA44414 263 259 259 23 229 220 199 193 20 6 - 13 13 38/12 38113 38116 3812 40/12 38113 40112 41112 39112 39/12 38/12 30112 41/14
CNMA42924 263 259 259 23 29 29 199 193 20 6 04 - 13 4014 4015 4018 4014 4214 3915 42114 43114 4174 4014 4014 41114 4316

CNIMA42923 263 269 259 23 229 29 199 193 20 6 04 04 - 3813 3814 3817 38113 4013 39114 4013 41113 3913 40113 3813 39113 4115
CNMA43096 266 262 262 28 226 226 199 195 20 62 43 43 43 - 01 42 0 20 14 20 30 0O 20 0O 10 32
CNMA43089 266 262 262 228 226 226 199 195 20 61 44 44 44 01 - 25 01 21 10 20 3 o210 11N
CNIMA43030 268 264 264 234 232 232 204 20 205 68 47 47 47 05 06 - 24 44 35 44 34 4 44 24 34 56
CNMA43097 266 262 262 228 226 226 199 195 20 62 43 43 43 0 01 05 - 20 11 20 30 1O 20 0O 1O 32
CNMA43098 268 264 264 29 228 228 199 195 20 64 45 45 45 02 03 07 02 - 31 0O 50 30 40 20 10 32
CNMA43092 266 262 262 228 226 226 199 195 20 61 44 44 44 01 01 06 01 03 - I 41 21 M 21 4
CNMA43093 268 264 264 29 228 228 199 195 20 64 45 45 45 02 03 07 02 O 03 - 50 30 40 20 10 32
CNMA43094 268 265 265 23 229 29 201 198 202 65 46 46 46 03 04 06 03 04 04 04 - 40 50 30 40 62
CNMA43095 268 264 264 29 28 28 20 197 201 63 44 44 44 01 02 06 01 03 02 03 04 - 30 10 20 42
CNMA43091 268 264 264 228 26 26 20 197 201 63 44 44 44 01 02 06 01 03 02 03 04 02 - 20 30 52
CNMA43811 266 262 262 228 226 226 199 195 20 62 43 43 43 0 01 05 0 02 01 02 03 01 01 - MO 32
CNMA43812 266 262 262 228 226 226 1986 194 199 63 44 44 44 01 02 06 01 01 02 01 04 02 02 01 22

CNMA43813 267 264 264 231 23 23 199 195 20 63 48 48 48 04 04 1 0:4 0:4 04 04 07 05 05 04 04

*: El mayor nimero de transiciones/transversiones entre especies de musarafias dificulta su colocacidon en este cuadro y no se mencionan en el texto.
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Los filogrupos Ch-C y SM son grupos hermanos en los tres arboles con un apoyo de
bootstrap de 96 y 93 en el de parsimonia y de vecino mds cercano, respectivamente, y de
probabilidad posterior de 1.0 en el bayesiano. Los haplotipos entre estos filogrupos, en
promedio, tienen 53 + 2.1 sustituciones (39 Ti; 14 Tv) y 4.5% de distancia genética
(4.3-4.8%). El clado formado por estos dos filogrupos es el grupo hermano del ChB el cual
estd integrado por una secuencia que representa un haplotipo distinto. En promedio, los
haplotipos entre los filogrupos Ch-C y ChB tienen 66.3 + 2.5 sustituciones (49 Ti; 17 Tv) y
6.0% de distancia genética, mientras que los haplotipos entre los filogrupos SM y ChB
tienen 69.3 + 4.7 sustituciones (50 Ti; 19 Tv) y 6.3% de distancia genética (6.1-6.8%).

43813

3
4309398 B 43080

FR1112

Figura 15. Red (algoritmo MJ) de 14 haplotipos del gen Citd (1,140 pb) de Megasorex gigas. El
tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Los niimeros en las ramas
indican mutaciones. Las letras sefialan vectores intermedios. SM: Sierra de Manantlan, Ch-C:

Chamela-Cuixmala, ChB: Chilpancingo de los Bravo.
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La red de los 14 haplotipos de M. gigas los retine en tres grupos que corresponden a
los filogrupos encontrados (Fig. 15). Las mutaciones que separan a la agrupacion Ch-C de
la SM son 52 y entre la primera y la ChB, 68. El total de mutaciones estimadas en el arbol
mas corto es de 147. Los vectores intermedios, tres en la agrupacion Ch-C e igual nimero

en la SM, indican posibles haplotipos faltantes.

Gen Citocromo ¢ Oxidasa Subunidad I

Los 502 caracteres constantes de las 26 secuencias, 20 de 720 pb y seis de 468 pb, del gen
COI de las cuatro especies de musarafias fueron eliminados antes de llevar a cabo el
analisis de parsimonia. De los 218 caracteres variables, 211 son informativos. De éstos, 29
(13.7%) se encuentran en la primera posicion, uno (0.5%) en la segunda y 181 (85.8%) en
la tercera. El andlisis heuristico gener6 nueve arboles diferentes, todos con una longitud de
340 pasos a partir de los cuales se obtuvo el arbol consenso (Fig. 16). Este arbol tiene una

longitud de 340 pasos, Ci de 0.835, Hi de 0.165, Ri de 0.941 y Rc de 0.789.

Los 22,500 arboles muestreados en cada una de las dos corridas del analisis de
probabilidad bayesiana tienen un InL promedio de —2470.961 y de —2470.564,
respectivamente. A partir de éstos con cada corrida se gener6 el mismo arbol consenso (Fig.

17).

La distancia genética entre M. gigas y las otras especies de musarafias, en promedio
de menor a mayor, es 16.3% (intervalo de 15.8-17%) con N. crawfordi, 20.4%
(20.1-20.8%) con C. alticola y 21.5% (20.5-22.3%) con S. saussurei (Cuadro 10). Estos
valores son mayores a los obtenidos dentro de M. gigas y se reflejan en la amplia longitud
de las ramas entre los clados de estas especies de musarafias en el arbol de vecino mas

cercano (Fig. 18).
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Figura 16. Arbol consenso (estricto) de parsimonia del gen COI de M. gigas y N. crawfordi (720
pb) y de C. alticola y S. saussurei (468 pb). Los nimeros indican pasos (arriba) y bootstrap de
1,000 réplicas (abajo). Los simbolos I, &, @& +# + sefialan ejemplares con secuencia idéntica.

ChB: Chilpancingo de los Bravo, Ch-C: Chamela-Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan.

42



CNMA447BS
CNMAZ476E &
CNMA4A767 &

Cryplotis

afficola

NMMNH2359

oo 1t NMMNH2388

0.78

CNMA43113 m
CNMA43107 m| Sorex
Saussurel
CNMA43108 m
1.00
0.81
1.00
1.00
0.1

1.00

0.61

0.62

0.75

U_Qi
oy

NWMNH2330

CNMAL2924
ChNMA44414
CNMA42923
CNMA43098 K
CNMA43092
CNMA43093
CNMA43095
CNMAA3ET1 %
CHMA43096
CNMA43094 4
CNMA4308Y @
CNMA43090 @
CNMA43097 @
CNMA43091 @
CNMA43ETZ @
CNMA43E1S e

Notiosorex
crawfordi

CNMA FR1112 | ChB

Ch-C

SM

Megasorex gigas

Figura 17. Arbol consenso (50% de mayoria) de probabilidad bayesiana (modelo GTR+G) del gen

COI de M. gigas y N. crawfordi (720 pb) y de C. alticola y S. saussurei (468 pb). Los niimeros

indican probabilidad posterior. La escala indica sustituciones/sitio. Los simbolos B, & @& & -

seflalan ejemplares con secuencia idéntica. ChB: Chilpancingo de los Bravo, Ch-C: Chamela-

Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan.
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Figura 18. Arbol de vecino mas cercano (modelo K2p) del gen COI de M. gigas y N. crawfordi
(720 pb) y de C. alticola y S. saussurei (468 pb). Los niimeros indican bootstrap de 1,000 réplicas.
La escala indica distancia genética. Los simbolos B, & @& +#_ +# geflalan ejemplares con
secuencia idéntica. SM: Sierra de Manantlan, Ch-C: Chamela-Cuixmala, ChB: Chilpancingo de los

Bravo.
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Cuadro 10. Distancias genéticas K2p en porcentaje (abajo de la diagonal) del gen COI de Megasorex gigas y Notiosorex crawfordi (720 pb)

y de Cryptotis alticola y Sorex saussurei (468 pb). Transiciones/transversiones (arriba de la diagonal) en este gen de M. gigas.*

S. saussurel C. alticola N crawfordi Megasorex gigas

CHNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA NMMNH NMMNH NMMNH - FR- CNMA CNMA - CNIMA CNMA- CNMA CNMA- CNMA CNIMA CNMA  CNMA CNMA CNMA. CNMA  CNMA CNMA CNMA
43113 43107 43108 44765 44766 44767 2368 2389 2390 112 44414 42924 42923 43096 43089 43030 43097 43036 43092 43093 43094 4309 43091 43611 43812 43813

Megasorex gigas

S. saussurel (CNMA43113) -

S. saussurel (CNMA43107) (0 -

S. saussurel (CNMA43108) 0 0 -

C. alticola (CNMA44765) 202 202 202 -

C. alticola (CNMA44766) 204 204 204 03 -

C. alticola (CNMA44767) 204 204 204 03 0

N crawfordi (NMMNH2388) 214 214 214 20 205 205 -

N crawfordi (NMMNH2389) 214 214 214 205 209 209 15 -

N crawfordi (NMMNH2390) 217 217 217 203 207 207 02 16 -
CNMAFR1112 221 21 221 204 206 206 166 17 168

- 353 36/2 36/2 33 383 33 3B 32 32 32 I 372 33 372 383 363
62 16 54

CNMA 44414 223 223 223 206 208 208 158 1 -1 30 208 2003 2003 2003 2003 2003 20/3 2003 20/3 20/3 2013 20/3 20/3
CNMA42924 23 23 223 201 203 203 158 162 16 54 03 - 21 202 A2 2102 12 22 12 12 212 212 212 212 212 212
CNMA42923 223 23 23 206 208 208 158 162 16 54 03 03 - 203 203 203 203 243 203 203 2483 213 205 203 213 2113
CNMA43096 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 - W0 WO 1O 00 O 01 O O WO 01 10 10
CNMA43089 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 3 01 - 0O 0O WMo oMow N 0 om0 0

CNIMA43030 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 O - O A 4 W 10 M 0 0

CNMA43097 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 0 0 -omowmomoumon 000

CNMA43098 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 02 02 02 - O O ot O 4 O A1 N
ChMA43092 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 02 02 02 O - 0m o0 mnmo0mon
CNMA43093 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 02 02 02 0 O - om0 om0 MmN
CNMA43094 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 0 01 01 O1 01 Q1 Q01 - O WO 01 0O 10
CNMA43095 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 02 02 02 0 O O 01 (14 I A 1 B
CNMA43091 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 O O O 02 02 02 01 02 - 1 0O O

CNMA43811 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 02 02 02 O O O 0t O 02 - M1 N
CNMA43812 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 0 0O 0 02 02 02 01 02 0 02 - 0

CNMA43813 205 205 205 201 204 204 16 168 162 56 31 31 31 01 0 0 0 02 02 02 01 02 0 02 0

*: El mayor numero de transiciones/transversiones entre especies de musarafas dificulta su colocacion en este cuadro y no se mencionan en el texto.
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La topologia del arbol de parsimonia (Fig. 16), de probabilidad bayesiana (Fig. 17) y
de vecino mas cercano (Fig. 18) es similar. En los dos primeros arboles, el grupo
monofilético de S. saussurei se encuentra en la base, seguido del de C. alticola, después el
de N. crawfordi y por ultimo el de M. gigas. El de vecino més cercano es el unico arbol
generado en el que los grupos monofiléticos de S. saussurei y C. alticola son hermanos
agrupados en un clado el cual a su vez es el hermano del que incluye a los grupos de N.

crawfordi y M. gigas.

El clado monofilético de M. gigas esta subdividido en tres filogrupos que incluyen los
mismos haplotipos en los tres arboles filogenéticos (Figs. 16—-18). El de probabilidad
bayesiana es el unico arbol generado en donde estos tres filogrupos se encuentran en una
politomia debido a que no hay suficientes diferencias entre los haplotipos que los forman

para crear dicotomias.

El filogrupo Ch-C esta integrado por tres secuencias que representan haplotipos
distintos ya que, en promedio, tienen 2.7 + 1.9 sustituciones (2 Ti; 1 Tv) y 0.3% de
distancia genética. Este filogrupo se sustenta con un apoyo de bootstrap de 94 y 99 en el
arbol de parsimonia y de vecino mas cercano, respectivamente, y de probabilidad posterior
de 0.96 en el bayesiano. El filogrupo SM esta integrado por 13 secuencias que representan
tres haplotipos. En promedio, estos haplotipos tienen 1.0 + 0.7 sustituciones (1 Ti; 1 Tv) y
0.1% de distancia genética. Este filogrupo se sustenta con un apoyo de bootstrap de 99 en el
arbol de parsimonia y de vecino mas cercano y de probabilidad posterior de 0.61 en el

bayesiano.

Los filogrupos Ch-C y SM son grupos hermanos en el arbol de parsimonia y de
vecino mas cercano con un apoyo de bootstrap de 87 y 89, respectivamente. Los haplotipos
entre estos filogrupos, en promedio, tienen 23.5 + 0.5 sustituciones (20 Ti; 3 Tv) y 3.1% de
distancia genética. El clado formado por estos dos filogrupos en estos dos arboles es el
grupo hermano del ChB el cual estd integrado por una secuencia que representa un
haplotipo distinto. En promedio, los haplotipos entre los filogrupos Ch-C y ChB tienen 38 +

0.1 sustituciones (35 Ti; 3 Tv) y 5.4% de distancia genética, mientras que los haplotipos
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entre los filogrupos SM y ChB tienen 40 + 1.0 sustituciones (37 Ti; 3 Tv) y 5.6% de

distancia genética.

La red de los siete haplotipos de M. gigas los reune en tres grupos que corresponden a
los filogrupos encontrados (Fig. 19). Las tres agrupaciones se unen por uno de los cuatro
vectores intermedios de la red, dos dentro de la agrupacion Ch-C, que representan posibles
haplotipos faltantes. Las mutaciones que separan a la agrupacion ChB de las demds son 39
en cada caso, mientras que las que separan a la agrupacion Ch-C de la SM son 24. El total

de mutaciones estimadas en el arbol mas corto es de 58.

43089,90,91,97,812,813 ER1112

43094,96
ChB

43092,93,95,98,811

SM

42923

Figura 19. Red (algoritmo MJ) de siete haplotipos del gen COI (720 pb) de Megasorex gigas. El
tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Los niimeros en las ramas
indican mutaciones. Las letras sefialan vectores intermedios. ChB: Chilpancingo de los Bravo, SM:

Sierra de Manantlan, Ch-C: Chamela-Cuixmala.
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Gen Cith y Gen COI Combinados

El extremo 3’ de las secuencias del gen COI se uni6 al extremo 5° del gen Citb del ejemplar
de musarafia correspondiente para llevar a cabo el analisis combinado. Las secuencias
combinadas del gen Cith y del gen COI suman un total de 1,860 pb para M. gigas y N.
crawfordi y de 1,608 pb para C. alticola y S. saussurei; esto debido a la menor longitud de

las secuencias del gen COI de estas dos especies de musarafias.

Los 1,242 caracteres constantes de las 26 secuencias de los genes mitocondriales
combinados de las cuatro especies de musaranas fueron eliminados antes de llevar a cabo el
analisis de parsimonia. De los 618 caracteres variables repartidos a lo largo de las
secuencias, 589 son informativos. De éstos, 105 (17.8%) se encuentran en la primera
posicion, 16 (2.7%) en la segunda y 468 (79.5%) en la tercera. El analisis heuristico genero
240 arboles diferentes, todos con una longitud de 965 pasos a partir de los cuales se obtuvo
un arbol consenso (Fig. 20). Este arbol tiene una longitud de 965 pasos, Ci de 0.801, Hi de
0.199, Ride 0.931 y Rc de 0.752.

En el andlisis de probabilidad bayesiana se dividié la base de datos en regiones
(partitions) correspondientes a cada gen mitocondrial y cada region tuvo parametros
iniciales independientes. Los 22,500 arboles muestreados en cada una de las dos corridas
del analisis tienen un InL promedio de —6745.536 y de —6745.592, respectivamente. A

partir de éstos con cada corrida se gener6 el mismo arbol consenso (Fig. 21).

La distancia genética entre M. gigas y las otras especies de musarafas, en promedio
de menor a mayor, es 18.6% (intervalo de 18.2-18.9%) con N. crawfordi, 21.9%
(21.7-22.2%) con C. alticola y 24.3% (24.1-24.8%) con S. saussurei (Cuadro 11). Estos
valores son mayores a los obtenidos dentro de M. gigas y se reflejan en la amplia longitud
de las ramas entre los clados de estas especies de musarafias en el arbol de vecino mas

cercano (Fig. 22).
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Figura 20. Arbol consenso (estricto) de parsimonia de dos genes mitocondriales (COI+Citb) de S.
saussurei, C. alticola, N. crawfordi y M. gigas. Los numeros indican pasos (arriba) y bootstrap de
1,000 réplicas (abajo). Los simbolos B, & sefialan ejemplares con secuencia idéntica. ChB:

Chilpancingo de los Bravo, Ch-C: Chamela-Cuixmala; SM: Sierra de Manantlan.
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Figura 21. Arbol consenso (50% de mayoria) de probabilidad bayesiana (modelo GTR+G) de dos
genes mitocondriales (COI+Citb) de S. saussurei, C. alticola, N. crawfordi y M. gigas. L.os nimeros
indican probabilidad posterior. La escala indica sustituciones/sitio. Los simbolos B, & sefialan
ejemplares con secuencia idéntica. ChB: Chilpancingo de los Bravo, Ch-C: Chamela-Cuixmala;

SM: Sierra de Manantlan.
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Figura 22. Arbol de vecino mas cercano (modelo K2p) de dos genes mitocondriales (COI+Citb) de
S. saussurei, C. alticola, N. crawfordi y M. gigas. Los numeros indican bootstrap de 1,000 réplicas.
La escala indica distancia genética. Los simbolos M, & sefialan ejemplares con secuencia idéntica.

SM: Sierra de Manantlan, Ch-C: Chamela-Cuixmala, ChB: Chilpancingo de los Bravo.
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Cuadro 11. Distancias genéticas K2p en porcentaje (abajo de la diagonal) de dos genes mitocondriales (COI+Citb) de Sorex saussurei,

Cryptotis alticola, Notiosorex crawfordi y Megasorex gigas. Transiciones/transversiones (arriba de la diagonal) de estos genes de M. gigas.*

S. saussurel C. alticola N crawfordi Megasorex gigas

CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA CNMA NMMNH NMMNH NMMNH - FR- CNMA CNIMA CNMA  CNIMA CNMA CNMA CNMA CNIMA CNMA' CNMA  CNIMA. CNMA. CNMA CNMA CNMA CHMA
4313 43107 43108 44765 44766 44767 2368 2389 2390 M2 44414 42924 42923 43096 43083 43090 43097 43098 43092 43093 43094 43095 43091 43811 43812 43813

Megasorex gigas

S. saussurel (CHMA43113) -

8 saussurei (CNMA4310T) 0.2

S. saussurel (CNMA43108) 02 0

C. alticola (CNMA44765) 23 2 2

C. alticola (CNMA44766) 23 2 2 02

C. alficola (CNMAAT6T) 224 221 221 02 01

N crawfor (NMMNH2388) 222 221 221 215 217 2118 -

N crawfordi (NMMNH2389) 231 23 23 213 215 216 27
Nocrawfordi (NMMNH2330) 225 223 223 216 218 219 02 27

CNMAFR1112 245 242 242 N7 A7 N7 188 183 189 - 84/19 86/21 8518 86/22 87/21 80/26 87/22 88/21 87/20 88/21 80/22 87/21 89/22 86/21 88/22 88/22
ChMA 44414 248 246 246 21 21 21 184 182 186 58 - 24 43 5815 5816 58119 5815 60/15 58/16 6015 61/15 59115 59115 5815 5915 6117
ChIMA42924 248 46 246 2 2 2 184 182 185 58 01 - 34 6116 6117 61/20 6116 6316 6017 6316 64116 62116 6116 6116 6216 64118
CNIMA42923 248 246 246 21 21 21 184 182 186 58 02 03 - 5016 5917 50/20 59/16 6116 60/17 6116 62/16 G016 61/16 5916 6016 62118
CNMA43096 244 241 241 218 N8 216 185 186 186 6 39 39 39 - 1M K2 W02 12 21 30 1 0 01 20 42
CNMA43089 244 241 241 218 218 216 185 186 186 59 39 39 39 01 - 25 01 32 2 32 41 22 21 12 1M 3N
CNIMA43030 244 242 242 22 22 22 188 189 189 64 41 41 41 03 04 - 24 55 46 55 44 45 44 35 34 56
CNMA43097 244 241 241 218 18 216 185 186 186 6 39 39 39 01 01 03 - I 22 I 40 21 20 11 10 32
CNMA43098 244 242 242 119 19 219 185 186 186 61 4 4 4 01 02 05 01 - M 0 &1 I 20 21 43
CNMA43092 244 241 241 218 218 218 185 1866 186 59 39 39 39 01 01 04 01 02 - ¥ 42 21 22 1 32 52
CNMA43093 244 242 242 219 218 219 185 166 186 61 4 4 4 01 02 05 01 0 02 - 51 30 &1 20 21 43
CNMA43094 245 43 43 2 2 2 186 1867 188 62 41 41 41 02 02 04 02 03 02 03 - 41 60 3 50 72
CNMA43095 244 242 242 219 19 219 185 186 187 61 39 4 39 01 01 04 Ot 02 01 02 02 - 41 10 31 53
CNMA43091 244 242 242 218 218 218 185 186 187 61 39 4 39 01 01 04 01 02 01 02 02 01 an o3 52
CNMA43811 244 241 241 218 218 218 185 186 186 6 39 39 39 01 01 03 01t O O1 01 02 01 01 - 21 43
CNMA43812 244 241 41 218 N8 16 184 185 185 61 39 4 39 01 01 04 Ot O O1 01 02 01 01 01 - 22
CNMA43813 244 242 242 21 21 221 185 186 186 61 42 42 42 03 02 06 03 03 02 03 05 03 03 03 02

*: El mayor numero de transiciones/transversiones entre especies de musarafas dificulta su colocacion en este cuadro y no se mencionan en el texto.
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La topologia del arbol de parsimonia (Fig. 20), de probabilidad bayesiana (Fig. 21) y
de vecino mas cercano (Fig. 22) es muy similar. En todos estos arboles, el grupo
monofilético de S. saussurei se encuentra en la base, seguido del de C. alticola, después el

de N. crawfordi y por ultimo el de M. gigas.

El clado monofilético de M. gigas esta subdividido en tres filogrupos que incluyen los
mismos haplotipos en los tres arboles filogenéticos (Figs. 20-22). El filogrupo Ch-C esta
integrado por tres secuencias que representan haplotipos distintos ya que, en promedio,
tienen 6.6 = 4.6 sustituciones (1 Ti; 3 Tv) y 0.2% de distancia genética (0.1-0.3%). El
filogrupo SM estd integrado por 13 secuencias que representan 12 haplotipos. En promedio,
estos haplotipos tienen 4.5 + 2.6 sustituciones (3 Ti; 2 Tv) y 0.2% de distancia genética
(0.1-0.6%). Estos dos filogrupos se sustentan cada uno con un apoyo de bootstrap de 100 y
99 en el arbol de parsimonia y de vecino mas cercano, respectivamente, y de probabilidad

posterior de 1.0 en el bayesiano.

Los filogrupos Ch-C y SM son grupos hermanos en los tres arboles con un apoyo de
bootstrap de 99 y 98 en el de parsimonia y de vecino mas cercano, respectivamente, y de
probabilidad posterior de 1.0 en el bayesiano. Los haplotipos entre estos filogrupos, en
promedio, tienen 76.5 £ 2.6 sustituciones (59 Ti; 17 Tv) y 4.0% de distancia genética
(3.9-4.2%). El clado formado por estos dos filogrupos es el grupo hermano del ChB el cual
estd integrado por una secuencia que representa un haplotipo distinto. En promedio, los
haplotipos entre los filogrupos Ch-C y ChB tienen 104.3 & 2.6 sustituciones (84 Ti; 20 Tv)
y 5.8% de distancia genética, mientras que los haplotipos entre los filogrupos SM y ChB
tienen 109.3 £ 5.7 sustituciones (87 Ti; 22 Tv) y 6.1% de distancia genética (5.9-6.4%).
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DISCUSION

La variaciéon del ADNmt entre unidades taxondémicas o taxa de la misma especie de
acuerdo a analisis filogenéticos suele ser semejante o mayor a la encontrada en otras
comparaciones entre especies dentro del grupo de interés (Bradley y Baker, 2001). Esto
sugiere que las distancias genéticas entre secuencias de ADNmt pueden ser usadas como
una fuente de datos adicional, en conjunto con la metodologia filogenética, para el
establecimiento de una apropiada “medida de intervalo taxondémico” (Bradley y Baker,
2001). Ademas, la variacion del gen Cith ha mostrado un alto nivel de congruencia con los
limites entre especies de vertebrados basados en estudios taxondmicos cldsicos (Avise y
Walker, 1999; Johns y Avise, 1998), mientras que un fragmento de alrededor de 600 pb de
la terminal 5 del gen COI se propuso como un cddigo de barras base para crear un sistema

microgendmico de identificacion de especies animales a nivel global (Hebert et al., 2003).

El gen Cith y el gen COI de M. gigas y de las otras tres especies de musarafias (N.
crawfordi, C. alticola, S. saussurei) tienen caracteristicas semejantes, como las frecuencias
de nucleotidos y codones, a los de otras especies de mamiferos y vertebrados (Andrews y
Easteal, 2000; Irwin ef al., 1991; Prusak y Grzybowski, 2004). Esto se debe a que los genes
mitocondriales de los animales estdn conservados lo cual es util para el estudio de las

relaciones evolutivas entre las especies.

El grupo hermano de M. gigas es N. crawfordi en todos los arboles filogenéticos
generados con cuatro especies de musaraias. Esto confirma, con un limitado nimero de
especies, lo reportado en arboles del gen Cith de varios integrantes de la familia Soricidae
(Ohdachi et al., 2006). Debido a esto, la variacion de este gen y del gen COI es un indicio

de la relacion filogenética entre estas dos especies de musarafias.

La variacion genética entre M. gigas y N. crawfordi (18.9-20.5% Citb; 15.8-17%
COI), es semejante a la variacion del gen Cithb de especies de Sorex (1.3-22% K2p;
Fumagalli et al., 1999; Johns y Avise, 1998) y de géneros de roedores y murciélagos
(2.2-22% K2p; Bradley y Baker, 2001). En contraste, el promedio de esta variacion (19.8%
Citb; 16.3% COI) es mayor a la del gen COI entre especies del mismo género de mamifero

pequeiio (10.1% K2p; Borisenko et al., 2008; 7.8% K2p; Clare et al., 2006). Sin embargo,
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tres especies de Notiosorex fueron descritas a partir de evidencias tanto morfologicas
(Carraway y Timm, 2000) como genéticas (Baker et al., 2003; McAliley et al., 2007). Entre
las altimas esta la variacion del gen Cith entre especies de Notiosorex (12.9-13.8%; Baker
et al., 2003; McAliley et al., 2007) la cual es menor a la variacion mitocondrial obtenida
entre este género y Megasorex. Por lo tanto, estos resultados confirman la distincion de los

dos géneros de musarafias.

El gen Cith y el gen COI de M. gigas estan diferenciados entre las poblaciones
analizadas de esta especie de musarafia. Cuatro métodos distintos de reconstruccion de
relaciones filogenéticas, tres de arboles filogenéticos y una de redes de haplotipos,
generaron el mismo resultado: la subdivision del clado monofilético de M. gigas en tres
filogrupos mitocondriales distintivos. Sin embargo, la mayoria de las especies de
vertebrados estdn subdivididas en al menos un pequefio numero de filogrupos

mitocondriales (Avise y Walker, 1999).

Al interior de los filogrupos de M. gigas, la variacion genética (0.1-0.7% Citb;
0.1-0.3% COI) es semejante a la del gen Citb de especies de Notiosorex (0.9—1.3%; Baker
et al., 2003; 0.1-0.4%; McAliley et al., 2007) y a la del gen COI de especies de mamiferos
pequetios (1.0% K2p; Borisenko et al., 2008; 0.6% K2p; Clare et al., 2006). En contraste,
entre los filogrupos de esta especie de musaraia, la variacion genética (4.3-6.8% Citb;
3.1-5.6% COI) es mayor al limite de 2% del gen Citb para especies de mamiferos y se
encuentra dentro del intervalo que requiere mayor estudio a este nivel taxondmico (2—11%
K2p; Bradley y Baker, 2001). Estos valores son un reflejo de la amplia diversidad genética
entre los filogrupos mitocondriales de M. gigas. Ademas, la variacién genética considerable
entre ramas de arboles filogenéticos indica separaciones antiguas de poblaciones histdricas
(Avise y Walker, 1999). Por lo tanto, la variacion mitocondrial entre los filogrupos de M.
gigas sugiere la presencia de varios linajes, series de poblaciones ancestrales y

descendientes a través del tiempo, de esta especie de musarafia.
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Varios linajes mitocondriales de M. gigas son indicio de la existencia de barreras
reproductivas antiguas que permiten la diferenciacion genealdgica profunda entre unidades
poblacionales historicas (Avise y Walker, 1999). Estas barreras pueden ser tanto intrinsecas
como extrinsecas y entre estas Ultimas estan las geoldgicas y las climaticas. Los tres
filogrupos mitocondriales encontrados de M. gigas se localizan cada uno en una provincia
biogeografica distinta dentro de la distribucion geografica de esta especie de musarafia

endémica de México (Fig. 23).

Figura 23. Distribucion geografica de los tres filogrupos mitocondriales de Megasorex gigas

encontrados en este estudio. Ch-C: Chamela-Cuixmala, SM: Sierra de Manantlan, ChB:
Chilpancingo de los Bravo. Los numeros indican las localidades donde se ha colectado a esta

especie de musarafa y estan citados en el Apéndice L.
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El filogrupo Ch-C se localiza en la cuenca del Cuitzmala en la provincia
biogeografica de la Costa del Pacifico cerca del nivel del mar, mientras que el filogrupo
SM, en la provincia biogeografica de la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) con un
intervalo de altitud de 1,240-1,361 m. El promedio de la variacién genética entre éstos
(4.5% Cith; 3.1% COI) es semejante al reportado entre filogrupos del gen Citd de la tuza
Pappogeomys bulleri distribuidos en la misma zona y considerados linajes distintos (4.6%
K2p; Hafner et al., 2009). Por lo tanto, estos filogrupos mitocondriales de M. gigas

representan dos linajes de esta especie de musaraia.

La variacion genética entre los linajes Ch-C y SM de M. gigas es considerable a pesar
de que la distancia geografica que los separa es poca, de alrededor de 140 km. En esta zona
se localizan la extension sur de la FVTM vy la cuenca del Armeria. Estas caracteristicas
fisiograficas delimitan a los linajes mitocondriales de la tuza P. bulleri (Hafner et al.,
2009). Debido a esto, es probable que los cambios de elevacion y las cuencas de rios
locales sean la causa de la amplia divergencia genética entre dos linajes mitocondriales de

esta especie de musarafia encontrados a corta distancia uno de otro.

El filogrupo ChB se localiza en la provincia biogeografica de la Sierra Madre del Sur
(SMS) a una altitud de alrededor de 1,420 m. La variacién genética entre éste y el clado
Ch-C-SM (6.0-6.8% Cith; 5.4-5.6% COI) es mayor a la reportada entre filogrupos
considerados linajes distintos de otro pequefio mamifero pariente de los conejos, la pica
Ochotona hyperborea (<5.3% Citb; <3.6% COI; Lissovsky et al., 2007). Esto a pesar de
que la distancia geografica que separa a estas agrupaciones genéticas de M. gigas es de
alrededor de 460-600 km, mientras que esta especie de pica tiene una distribuciéon amplia
en el noreste de Asia. Sin embargo, el promedio de esta variacion genética de M. gigas
(6.2% Citbh; 5.5% COI) es semejante al reportado entre filogrupos del gen Cith del ratéon
Baiomys musculus distribuidos en la misma zona (6.5% K2p; Amman y Bradley, 2004).
Por lo tanto, el filogrupo ChB de M. gigas representa un linaje de esta especie de musarafia

a pesar de la amplia variacion genética obtenida.

En el area entre el linaje ChB y el clado Ch-C—SM de M. gigas se localiza el rio

Balsas y la unién de la extension sur de la FVTM con el norte de la SMS cerca de la costa
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con una altitud mayor a 600 m. Estas caracteristicas fisiograficas delimitan a los linajes
mitocondriales del raton B. musculus (Amman y Bradley, 2004). Debido a esto, es probable
que los cambios de elevacion y las cuencas de rios en el area sean la causa de la amplia
divergencia genética entre linajes mitocondriales de esta especie de musarafia no sélo a
nivel local sino también a lo largo de su distribucion geografica en la costa del Pacifico y la

cuenca del Balsas.

Los tres linajes de M. gigas encontrados corresponden a tres poblaciones
genéticamente estructuradas resultado del poco flujo génico entre ellas. Ademas, patrones
similares en la distribucion geografica de linajes mitocondriales con amplia divergencia
genética de M. gigas y de otras especies de mamiferos pequefos que se dispersan poco a lo
largo de su vida, como la tuza P. bulleri y el ratobn B. musculus, sugieren que eventos
vicariantes promovieron la diferenciacion genética dentro de estas especies. Entre los
eventos de este tipo mds recientes que ocurrieron en México estan la formacion de la
FVTM a finales del Mioceno y los cambios de temperatura y precipitacion que provocaron
la continua expansiéon y fragmentacion del bosque tropical caducifolio durante el

Pleistoceno (Ceballos, 1995; Ferrari et al., 2000).

Megasorex carece de registro fosil, sin embargo, a mediados del Mioceno se origind
la tribu Notiosoricini (13.8 millones de afios) y los restos fosiles més antiguos de especies
de Notiosorex, hallados en Wyoming y Arizona, Estados Unidos, datan de esa época (12
millones de afios; Dubey et al., 2007; Harris, 1998). En este tiempo, en el centro de
México, comenzd la formacion de la FVTM (~12 millones de afios) la cual es un arco
volcanico de 1,000 km de longitud que en el oeste llega a la costa del Pacifico y tiene una
altitud promedio de 1,000-1,500 m (Ferrari ef al., 2000; Ferrusquia-Villafranca, 1993). La
distribucion geografica de M. gigas en el area abarca del nivel del mar a los 1,800 m y
cruza esta caracteristica fisiografica. Ademas, los linajes mitocondriales encontrados de
esta especie de musarafia tienen niveles de divergencia similares a los de especies de
reptiles y anfibios hallados al norte y al sur de la FVTM (Devitt, 2006; Zaldivar-Riveron et
al., 2004; Zarza et al., 2008). Por lo tanto, es probable que la presencia de esta

caracteristica fisiografica promueva la divergencia genética de este pequeio mamifero.
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Megasorex gigas habita en areas riberefias con suelo humedo, troncos, rocas y cantos
rodados en el bosque tropical caducifolio de la costa del Pacifico y la cuenca del Balsas.
Este tipo de refugios son escasos durante los cinco a ocho meses sin lluvias de la temporada
de secas en este bosque (Rzedowski, 1983). Por otro lado, la fragmentacion del habitat
durante las condiciones de sequia en el Pleistoceno promovieron el aislamiento y
especiacion de varias especies de vertebrados pequefos que habitan en este tipo de
vegetacion en el pais (Ceballos, 1995). Debido a esto, es probable que los cambios en las

condiciones del hédbitat influyan en la divergencia genética de esta especie de musarafia.

Los linajes mitocondriales de M. gigas podrian representar subespecies ya que estan
genéticamente diferenciados, por ejemplo, en la variacién de nucleotidos y aminoécidos, y
tienen distribucion geografica definida. En el caso de la tuza P. bulleri, se describieron
cinco subespecies a partir de la concordancia entre sus linajes mitocondriales y nucleares
(Hafner et al., 2009), mientras que en el caso de Notiosorex cockrumi, se describid a partir
de diferencias en genes mitocondriales y nucleares con N. crawfordi (Baker et al., 2003).
Una opcidn para definir la presencia de subespecies en M. gigas podria ser conocer la
variacion cromosOmica entre linajes ya que €sta ha mostrado diferenciacion considerable

dentro y entre especies de musarafias de la subfamilia Soricinae (Fumagalli ef al., 1999).

Este estudio encontrd linajes mitocondriales con divergencia genética en pequenas
porciones cercanas a los extremos de la distribucion geografica de M. gigas. Una limitada
muestra que solo represente los extremos de la distribucion geografica puede dar como
resultado una subestimacion substancial del nimero de los principales filogrupos y una
sobreestimacion de la variacion genética promedio presentes en una especie (Avise y
Walker, 1999; Bradley y Baker, 2001). Por lo tanto, atin falta conocer la existencia y
distribucion geografica de linajes mitocondriales de M. gigas a lo largo de la costa del
Pacifico y la cuenca del Balsas, en particular, alrededor del oeste de la FVTM vy el rio
Balsas para determinar que tan eficientes son éstos para promover la divergencia genética

de esta especie de musarana.
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CONCLUSIONES

Megasorex gigas representa un género distinto y es el grupo hermano de las especies de

Notiosorex.

Los ejemplares de Megasorex gigas analizados forman un grupo monofilético
subdividido en tres filogrupos mitocondriales que representan tres linajes definidos

geograficamente.

La variacion genética entre los tres linajes mitocondriales de M. gigas es mayor a la
reportada entre linajes de especies de mamiferos pequefios con distribucidon geografica mas
amplia pero similar a la de aquellos y de especies de reptiles y anfibios que habitan en el

bosque tropical caducifolio de la costa del Pacifico y la cuenca del Balsas.

Los cambios de elevacion y las cuencas de rios entre los linajes mitocondriales de M.
gigas probablemente sean la causa de la amplia divergencia genética entre éstos a nivel

local y a lo largo de la distribucion geografica de esta especie de musarafia.

Las caracteristicas fisiograficas, como el oeste de la FVTM vy el rio Balsas, y las
condiciones climaticas en el bosque tropical caducifolio probablemente delimitan la
distribucion geografica de linajes mitocondriales y, por lo tanto, promueven la

diferenciacion genética de M. gigas.
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APENDICE I

Ejemplares de Megasorex gigas reportados en la literatura y depositados en colecciones cientificas de México y Estados Unidos.

*: Tejidos congelados de la CNMA utilizados en este estudio. #M: Numero correspondiente en los mapas de las Figs. 7-11 y 23.

No. < . C . Entidad Elevacion . #
Catslogo Coleccion Localidad Municipio Federativa Fecha Sexo (msnm’®) Referencia M
1 Mineral del Tigre, o . 16/07/ Fisher y
MR 17086 MSU 10 km E Huajicori Huajicori Nayarit 1971 3 409 Bogan. 1977
> 5.63kmW . . Lépez-
79264 CMNH Venustiano Carranza Tepic Nayarit ) ) 884 Wilchis, 2003
41954-
41955 5.95 km SW / 6.44 km 04- Lopez.
TCWC®  SW Venustiano Tepic Nayarit 05/07/ 69 - pez- 3
41956- Wilchis, 2003
41959 Carranza 1981
! 14.5 km WSW . 16/07/ Fisher y
MR16102 MSU Compostela Compostela Nayarit 1970 Q 610 Bogan, 1977
4 . 31/10/ Fisher y
511264 NMNH" 4.8 km N Coapan Jala Nayarit 1975 ) 1,417 Bogan. 1977
5 11.8 km ESE Amatlan  Amatlan de ) 17/09/
98879 KUM de Caiias Cafias Nayarit 1964 Q 1,524 Jones, 1966 6
4 o San Sebastian . 15/03/ .
88012 NMNH Las Milpillas del Oeste Jalisco 1897 Q 1,173 Merriam, 1897 7
. . 14-
88010- 4  San Sebastian del San Sebastian . Lopez-
ggo11  N"MNH' - 6ee delOeste  Jalisco 19003/ 2/d " Wilchis, 2003 S




No. . . . Entidad Elevacion . #
Catalogo Coleccion Localidad Municipio Federativa Fecha Sex (msnm’") Referencia M
5 6.4 km SW Puerto Puerto . 26/03/ Armstrong y
111388 KUM Vallarta Vallarta Jalisco 1967 d 6 Jones, 1972 9
04/04/
42923- 2005;
42924 g mBSE/5 an SE ) 01/11/ 29
44414 CNMA Estacion de Biologia La Huerta Jalisco 2005 - 7 - 10
Chamela
* 15/07/
2006
-/11/
Estacién de Biologi 1990, = o, Téllez-Girén et
- - >tacton €e BIOTOBIA  La Huerta Jalisco - /01/ 80 prez DRt
Chamela 24 al., 1997
1992-
1994
7 . . ) 16/10/ Repenning,
13568 LACM 4.8 km NE Colima Colima Colima 1959 Q - 1967 12
43099 06/02/ Coryantes et
' CNMA® 6 km SE El Sauz Minatitlan Colima Q 1,108  al.,2008 13
43100 2004 )
Montiel, 2006
26645 OMNH® 1 km NW Ranchitos Minatitlan Colima 012 9/8;/ - - - 14
TK52536 UAMI’ 3.4 km SE Las Canoas  Minatitlan Colima 210 ;éé/ Q 550 - 15
7 ) Villa de . 16/12/ Lopez-
33815 LACM El Mixcuate Alvarez Colima 1969 Q - Wilchis, 2003 16




No. . r . .. Entidad Elevacion . #
Catalogo Coleccion Localidad Municipio Federativa Fecha Sex (msnm’") Referencia M
20 Lopez-

- - Wilchis, 2003
35131 LACM’  23.3 km N Comala Comala Colima 21004/ 7, 1280 HEs, 17
55133 1975 29 Ohdachi et al.,

2006
-/12/
43089- 2004
43095 Rancho La Mora, -/02/ 90/ 1240 Cervantes et
43811- CNMA®  16.7-16.8 km NNE Comala Colima 2005 ? . al,2008 18
3 1,322 .
43813 Comala 20- Montiel, 2006
* 24/06/
2006
15/11/
43096- Rancho El Guayabal, 2004- 1.348- Cervantes et
43098 CNMA®  16.5-16.6 km NNE Comala Colima 05/12’/ 39 1’ 361 al., 2008 19
* Comala 2004 ’ Montiel, 2006
25-
29059- 7 ) . Lopez-
29060 LACM’  Los Llanitos Comala Colima 2179/(6)8/ Q/3 1,798 Wilchis, 2003 20
2>074- 8.0kmNE/11.3k 07
55077 - Kl - K - 1,128 dpez-
LACM’ NE Cofradia de Comala Colima 22/08/ Zi%/ {;\?ill)ceﬁis 2003 21
55 55 %78i Suchitlan 1968 - ’
7 km N Cofradia de . Téllez-Giron et
- - Suchitlan Comala Colima - 29 1,460 al., 1997 22
6 . . . . 22/05/ Carraway,
26553 CNMA 6 km NE Aquila Aquila Michoacan 1977 ) - 2007 23




No. ., . .. Entidad Elevacion . #
Catélogo Coleccion Localidad Municipio Federativa Fecha Sex (msnm’") Referencia M
¢ Coalcoman de , . , 09/08/ Carraway,
876 CNMA Vazquez Pallares Coalcoman Michoacan 1950 3 1,800 2007 24
TK45891  Uamp? ~ Coalcomdn de Coalcomén  Michoacdn - - 1,800  Camaway, 25
Vazquez Pallares 2007
110522- , 92/30'7 /
110523 1,707 i
ummz!0 JZVKmE/ZIZTkmE 0 e Michoacan  1960; 27 Winkelman, =, ¢
110520- Dos Aguas 02/08/ 248 1,372 1962
110521 1960
34380  LSUMZ' 5.3 kmN Arteaga Arteaga Michoacan 0139/83/ Q 900 - 27
125896 NMNH*  Los Reyes de Salgado Los Reyes Michoacan 117 9/8§/ ) 1,463 Hibbard, 1950 28
TK45530- 9 2 km W Cerro , . , Carraway,
TK45531 UAMI Colorado Juarez Michoacan - - 1,113 2007 29
¢ Texcalzintla 6 km 27/10/ Carraway,
9064 CNMA NNW Teloloapan Teloloapan Guerrero 1948 Q - 2007 30
12693 CNMA® 13 km S Mezcala Eduardo Neri Guerrero 019 9/(6)2/ 720 - 31
22.5 km S Chilpancingo
12246 CAS'>  Chilpancingo de los PANCINED  Gyerrero 1959 & 1,067  Orr, 1963 32
Bravo de los Bravo




No. ‘s . . .. Entidad Elevacion . #
Catalogo Coleccion Localidad Municipio Federativa Fecha Sexo (msnm’") Referencia M
L 12-
99537- gKum® > KkmNAguadel Chilpancingo 5 oo 14006/ Q13 991 Jones, 1966 33
99538 Obispo de los Bravo 1964
03-
5824- 28/01/
5827 ilpanci :
TCWC®  Acahuizotla Chilpancingo 5 Loy 1957 6%/ 853  Davis, 1957 34
5828- de los Bravo 05- 248
5831 14/02/
1957
5644 TCWC® 2 km SE Acahuizotla ~ Clupaneingo o oo 00110 762 Davis, 1957 35
de los Bravo 1955
FR1112 CNMA® 1.7 km SE Jaleacade Chilpancingo Guerrero 18/08/ g 1.420 ) 16
* Catalan de los Bravo uetrrer 2008 ’
212190  AMNH”  Llano de San Vicente Futa Villade o _ o ; Goodwin, 37
Guerrero 1969

“msnm = metros sobre el nivel del mar

'Msu = Michigan State University

2CMNH = Carnegie Museum of Natural History
3TCWC = Texas Cooperative Wildlife Collection

4
5

KUM = Kansas University Museum

N

NMNH = United States National Museum of Natural History

CNMA = Coleccion Nacional de Mamiferos, Instituto de Biologia, UNAM

"LACM = Los Angeles County Museum of Natural History
80OMNH = Oklahoma Museum of Natural History

YUAMI = Universidad Auténoma Metropolitana—Iztapalapa
Yummz = University of Michigan Museum of Zoology

"SUMZ = Louisiana State University Museum of Natural Science
12CAS = California Academy of Science
13 AMNH = American Museum of Natural History



APENDICE II

Ejemplares de Sorex saussurei y Cryptotis alticola con tejidos solicitados a la Coleccién Nacional de Mamiferos (CNMA) del
Instituto de Biologia de la UNAM vy de Notiosorex crawfordi, al Museo de Historia Natural y Ciencia de Nuevo M¢éxico
(NMMNH).

. . Entidad o Elevacion Fecha de
No. Catalogo Especie  Sexo Federativa Sitio de Colecta (msnm*) Colecta
CNMA43113 S0 2 Colimg 02 km NE, El Terrero, 2320 21/06/2006
saussurei Minatitlan
CNMA43107 S o (olima 031 km NE, El Terrero, 2314 22/06/2006
saussurei Minatitlan
CNMA43108 5% o (olima 031 km NE, El Terrero, 2314 22/06/2006
saussurei Minatitlan
Croptotis Edo. de Parque Nacional Iztaccihuatl-
CNMA44765 P Q - Popocatépetl-Zoquiapan, 3,653 01/02/2008
alticola México .
Amecameca de Juarez
Croptotis Edo. de Parque Nacional Iztaccihuatl-
CNMA44766 P 3 . Popocatépetl-Zoquiapan, 3,653 01/02/2008
alticola México .
Amecameca de Judrez
Croptotis Edo. de Parque Nacional Iztaccihuatl-
CNMA44767 P Q ' Popocatépetl-Zoquiapan, 3,653 01/02/2008

alticola México ,
Amecameca de Juarez




. . Entidad o Elevacion Fecha de
No. Catalogo Especie  Sexo Federativa Sitio de Colecta (msnm*) Colecta
Notiosorex Nuevo Refugio Nacional de Vida
NMMNH2388 fordi 4 Meéxi Silvestre del Lago Bitter, - 04/10/1996
cravjorat eXI0 " Condado de Chavez
Notiosor Nuevo Refugio Nacional de Vida
NMMNH2389 ¢ ’0;0 ;’f M‘,l YO Silvestre del Lago Bitter, _ 04/10/1996
crawjorat SXICO " Condado de Chavez
Notiosorex Nuevo Refugio Nacional de Vida
NMMNH2390 ! : . Silvestre del Lago Bitter, - 13/10/1996
crawfordi Meéxico

Condado de Chavez

*msnm = metros sobre el nivel del mar



APENDICE III

Volumenes y concentraciones de reactivos utilizados para la amplificacién por PCR del gen
Citb (1,140 pb) y del gen COI de Megasorex gigas y Notiosorex crawfordi (720 pb) y de
Cryptotis alticola y Sorex saussurei (468 pb*).

. Concentracion Volumen a Concentracion
Reactivo . . .
Original Tomar Final
Buffer para PCR
. 10x 2.5 ul 1x
(Invitrogen)
MgCl, . , ,
(Invitrogen) 25 mM 6 50 mM 1.5pl 625l 2.5uM 6 3.0 uM
DNTP’s 100 mM 0.5 pul 200 uM
Primer F 10 uM 0.25 ul 0.4 uM
Primer R 10 uM 0.25 pul 0.4 uM
Taq Polimerasa
(Invitrogen) 5U/ul 0.2 ul 1u
Necesario para 100 ng
ADN de ADN 100 ng /25 pl
H,0 Completar un

volumen final de 25 pl

*Para amplificar el fragmento de 468 pb del gen COI de las musarafias C. alticola se agregd 0.625 pl de
BSA 100x a la mezcla de reacciéon manteniendo el volumen total en 25 pl.



APENDICE IV

Condiciones de la PCR para amplificar las 1,140 pb del gen Citb (columnas A y B; Carroll
y Bradley, 2005; Smith y Patton, 1993) y las 720 pb (columna C; Clare et al., 2007) o las
468 pb (columna D; Pfunder et al., 2004) del gen COI de Megasorex gigas y Notiosorex
crawfordi (A 'y C) y de Cryptotis alticola 'y Sorex saussurei (B y D).

Tiempo (min) i ]
Temperatura (°C) Numero de Ciclos
Evento s = segundos

A B C D A B C D A B C D

Desnaturalizacion

L. 95 94 94 95 1 5 1 15 1 1 1 1
Inicial

1 Desnaturalizacion 95 94 94 95 1 1 30s 40s

1* Alineacion 50 50 50 *50 1 1 40s 40s 27 35 5 45
1? Extension 72 72 72 72 2 1 1 1
22 Desnaturalizacion - - 94 - - - 30s -
22 Alineacion - - 55 - - - 40s - - - 35 -
22 Extension - - 72 - - - 1 -
Extension Final 72 72 72 T2 7 5 10 7 1 1 1 1

*Temperatura original de publicacion (ver Secuencias de Genes Mitocondriales en RESULTADOS para
modificaciones).
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