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RESUMEN

En algunos mamiferos como las musarafias es dificil determinar el sexo a
simple vista. Aun cuando se examine un ejemplar cuidadosamente, si éste no
esta en plena actividad reproductiva se cometen errores para decidir si el individuo
es hembra o macho. Una alternativa moderna y confiable proviene de
herramientas moleculares y genéticas. Se trata de aprovechar el sistema de
determinacion sexual genético XX y XY, caracteristico de mamiferos, en donde se
amplifican fragmentos especificos de ADN de los cromosomas sexuales con lo
que se puede identificar facilmente el sexo de los individuos. Por lo tanto, el
presente estudio tuvo como objetivo determinar el sexo en musarafias mediante la
amplificacion de un fragmento del gen sry en individuos de sexo masculino en tres
géneros Cryptotis, Sorex y Megasorex. Se utilizaron muestras de higado
almacenadas en la Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto de Biologia,
UNAM. Se ocuparon 6 individuos de sexo conocido (3 machos y 3 hembras) por
especie. La extraccion de ADN se hizo utilizando un kit comercial. La
concentracion del ADN se midié por espectrofotometria y su integridad se evalud
por electroforesis en geles de agarosa. La amplificacion del marcador molecular
sry se realizé a través de PCR empleando iniciadores especificos para el ratéon
comun y musarafias del género Sorex previamente descritos. Se utilizd como
control positivo la amplificacion de un fragmento del gen citocromo b. La
visualizacién de los fragmentos amplificados se realiz6 en geles de agarosa
convencional. El ADN del fragmento esperado se purificé con un kit comercial y
se envid a un secuenciador automatico. Las secuencias obtenidas se compararon
con las reportadas para el ratdbn comun y otra musarafia. Se encontré que, como
se esperaba, en Cryptotis se amplificé un fragmento de 202 pares de bases, en
Megasorex se amplificé un fragmento de 189 pb y en Sorex se amplificd un
fragmento de 155 pb en ejemplares de sexo masculino. Al mismo tiempo se
amplifico un fragmento de 500 pares de bases del gen citocromo b tanto en
hembras como en machos. Los resultados confirmaron de manera positiva el
sexo de los machos de las musarafias en los tres géneros, por lo tanto, el método
fue exitoso.

Palabras clave: cromosoma Y, Cryptotis, determinacion del sexo, Megasorex,
musarafas, sry, Sorex



INTRODUCCION

La correcta determinacion del sexo en mamiferos silvestres es un
componente basico en estudios de ecologia y conservacion (Bradley et al. 2001).
Conocer el sexo de un individuo es primordial para el adecuado conocimiento
bioldgico de los atributos de su género. Ademas, es necesario para entender la
dinamica de la poblacion, la estructura poblacional, el uso de habitat, el
comportamiento, los sistemas de apareamiento y para la toma de decisiones en

su manejo, aprovechamiento y conservacion (Shaw et al. 2003).

Los métodos tradicionales de determinacién del sexo se basan en la
observacion de las diferencias morfolégicas y conductuales que existen entre
hembras y machos (Griffiths, 2000). En muchos mamiferos el dimorfismo sexual
esta asociado con la talla y el color de los animales, generalmente los machos son
grandes y de colores oscuros mientras que las hembras son mas pequenas y de
colores mas claros (Shaw et al. 2003). En otros casos, se pueden observar
estructuras accesorias en los machos, como las astas en los cérvidos durante la
temporada reproductiva (Villa y Cervantes, 2003), mientras que en otros, el
dimorfismo sexual se manifiesta por los patrones de asociacion y comportamiento
que asume uno de los sexos: generalmente los machos son solitarios mientras
que las hembras permanecen con las crias durante las primeras etapas de vida
(Shaw et al. 2003).

En la mayoria de los casos en necesario observar mas de un animal para
poder comparar estas caracteristicas, de lo contrario es dificil determinar el sexo
a simple vista. Como alternativa es necesaria la inmovilizaciéon del animal con
anestesia o sujetadores para examinar los genitales externos, lo que les provoca
una situacion de estrés (Kuhn et al. 2002). Si aun esto no fuera suficiente, se
deben entonces examinar las estructuras reproductoras internas (Matsubara et al.
2001). Por lo tanto, se requieren métodos efectivos para la determinacion del

sexo de animales silvestres.



Actualmente el uso de los marcadores moleculares es una alternativa
confiable para la identificacion del sexo del individuo (Maldonado, 2006). Esta
técnica puede emplear métodos no invasivos para la obtencion de ADN del
animal de interés (Dallas, 2000) como son la colecta de muestras de pelo,
excremento, orina, o incluso restos 6seos contenidos en regurgitaciones de aves
rapaces (Taberlet et al. 1999), por lo que se evita la captura, la manipulacién y la
generacion de estrés en el animal (Kuhn et al. 2002) de interés.

Determinacion del sexo con marcadores moleculares

La determinacion del sexo con marcadores moleculares toma como base el
sistema de determinacion sexual genético tipico de los mamiferos, formado por
una pareja de cromosomas sexuales (Griffiths, 2000). En este sistema las
hembras poseen dos copias del cromosoma X por lo que son genéticamente XXy
los machos poseen una copia del cromosoma X y una del cromosoma Y por lo que
son genéticamente XY (Calzada et al. 2000). Ademas, también toma en cuenta la
informacion genética contenida en estos cromosomas. Esta informacion puede
ser de tres tipos: la primera corresponde a regiones pseudoautosémicas 6 PARS,
por sus siglas en inglés, que contienen ADN compartido entre los cromosomas X
y Y; la segunda, consiste de secuencias de ADN altamente repetitivo exclusivo del
cromosoma Y; y la tercera, esta constituida por material genético exclusivo de

cada cromosoma (Haqq y Donahoe, 1998).

Con base en lo anterior se han creado diversas técnicas para la
determinacion genética del sexo en mamiferos (Bryja y Konecny, 2003). Una de
las mas utilizadas es la amplificacion por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) de fragmentos especificos de ADN de los
cromosomas X y Y, como son los genes pseudoautésomicos amg (amelogenina),
zf (dedos de zinc) y el gen sry (region determinante del sexo; Matsubara et al.
2001).



Gen sry

La prueba mas comun para determinar el sexo genético en mamiferos
amplifica e identifica la presencia del gen sry en individuos de sexo masculino
(Pilgrim et al. 2004). Este gen comunmente se encuentra como una copia unica
localizada fuera de la region pseudoautosémica del brazo corto del cromosoma Y
(Calzada et al. 2000) en la mayoria de los mamiferos placentados y marsupiales
(Bullejos et al. 2000; Fig. 1).

,

Region pseudoautosdmica

o ¥p

Centrdmero SRY'_i

ADN exclusivo del
crormosoma Y

Cromosorma ¥

Regidn pseudoautosdmica

Cromosoma X

Figura 1. Cromosomas sexuales Xy Y. Localizacién del gen sry dentro de la
region de ADN exclusiva del cromosoma Y (modificada de Haqq y Donahoe,
1998). Yp = Brazo p del cromosoma Y, Yq = Brazo q del cromosoma Y.

El gen sry codifica para una proteina que tiene en su parte central una caja
HMG de alta movilidad, constituida por 79 aminoacidos que corresponden a su
dominio funcional (Bullejos et al. 2000), y es la unica region del gen conservada a

lo largo de todas las especies de mamiferos. Esta proteina tiene la habilidad de



reconocer y doblar el ADN en la secuencia AACAAT para inducir un giro de 90° en
la hélice (Hacker et al. 1995), formando un complejo que controla la expresion de
otros genes via activacion o represion (Marshall, 2002), proceso con el que inicia
la diferenciacion de las gbnadas embrionarias totipotenciales hacia testiculos en la

mayoria de los mamiferos (Calzada et al. 2000).

La amplificacion de fragmentos del gen sry para la determinar del sexo en
animales silvestres ha sido probada con éxito en quirépteros (Bullejos et al. 2000),
roedores (Kuhn et al. 2002; Bryja y Konecny, 2003), carnivoros (Taberlet et al.
1997; Dallas et al. 2000), erinaceomorfos (Sanchez et al. 1996), primates (Pomp et
al. 1995) vy cetaceos (Gowans et al. 2000). Un grupo de mamiferos donde
también ha sido utilizada esta prueba aunque en minima escala son las
musaranas (Soricomorpha: Soricidae; Matsubara et al. 2001; Sanchez et al. 1996)
que son mamiferos relativamente comunes en México cuya biologia ha sido

escasamente estudiada.

Musaranas

Las musaranas son los mamiferos mas pequefios y representan casi el 7 %
de los mamiferos del mundo. Su distribucion abarca todos los continentes; estan
ausentes en la region Australiana, la mayor parte de Sudamérica y las regiones
polares (Vaughan et al. 2000). Estan representadas en México por 4 géneros
(Cryptotis, Megasorex, Notiosorex y Sorex) y 30 especies (Ramirez-Pulido et al.
2005) y ocupan el cuarto lugar en riqueza de especies después de los roedores,

quirdpteros y carnivoros.

Parecidas a los ratones, las musarafas presentan un hocico largo y
puntiagudo; sus ojos son pequefos y a menudo estan cubiertos por el pelaje
(Ceballos y Miranda, 2000); sus orejas pueden estar muy reducidas o estar bien
desarrolladas (Villa y Cervantes, 2003). Su pelaje es grueso y aterciopelado, de
color negruzco o café grisaceo. Sus 4 patas presentan 5 dedos con garras (Reid,

1997) y su locomocién es plantigrada (Ceballos y Miranda, 2000). Su craneo es



largo y estrecho, sin arco cigomatico ni bula auditiva sino anillo timpanico. Su
denticion consiste de 26 a 32 dientes que suelen estar pigmentados en la
subfamilia Soricinae (Villa y Cervantes, 2003). Los incisivos superiores son largos
y ganchudos (Vaughan et al. 2000). Le siguen una serie de dientes pequefos
llamados unicuspides o intermedios (Villa y Cervantes, 2003). Los premolares son
largos y crestados, mientras que los molares tienen forma de W (Vaughan et al.
2000).

La mayoria son de habitos terrestres pero existen especies subterraneas y
semiacuaticas. Las musaranas estan asociadas a zonas templadas siendo muy
pocas las que habitan en zonas tropicales o desérticas (Churchfield, 1990;
Ceballos y Miranda, 2000). Se pueden encontrar en lugares humedos bajo
hojarasca y troncos podridos (Villa y Cervantes, 2003). Pueden estar activas tanto
en el dia como en la noche (Reid, 1997). Debido a su tamafo pequefio y a su
elevado metabolismo necesitan alimentarse continuamente para sobrevivir,
llegando a consumir en un solo dia casi el doble de su peso (Vaughan et al. 2000).
Su dieta consiste de anélidos, artrépodos, crias de ratén o ave, semillas y hongos
(Reid, 1997; Villa y Cervantes, 2003). Son un grupo de importancia econémica
debido a que consumen un gran numero de insectos, muchos considerados como

plagas (Ceballos y Miranda, 2000).

Entre las musarafias mexicanas que destacan por sus caracteristicas

bioldgicas, ecoldgicas y evolutivas se encuentran:

Cryptotis mexicana (Coues, 1877)

Es una musarafia de talla mediana; su cola es corta (33 — 42 % de la
longitud de la cabeza y el cuerpo); sus orejas estan ocultas debajo del pelaje
(Choate, 1970) y las puntas de sus dientes son de color rojo (Villa y Cervantes,
2003). El color y la textura del pelaje varia segun la época del afo (Castro-
Arellano y Ceballos, 2005); el dorso es gris 6 café oscuro y el vientre es

ligeramente mas palido (Villa y Cervantes, 2003; Fig. 2). Esta musarana es



endémica de México, habita principalmente en bosques humedos de pino-encino
y bosques mesofilos a lo largo de la Sierra Madre Oriental y el Eje Neovolcanico
Transversal (Choate, 1973; Castro-Arellano y Ceballos, 2005; Fig. 3).

Figura 2. Musarafa de la especie Cryptotis mexicana capturada en un bosque de
encino del Municipio de Acultzingo, Veracruz, México. (Fotografia: Lazaro
Guevara).

Figura 3. Distribucion geografica de la musarafia Cryptotis mexicana (modificada
de Choate, 1973; Hall, 1981).



Cryptotis nelsoni (Merriam, 1895)

Es una musarafa de talla mediana; su cola es corta (30 % de la longitud de la
cabeza y cuerpo; Ceballos y Arroyo-Cabrales, 2005). El pelaje varia de gris claro
a gris oscuro; sus orejas estan ocultas debajo del pelaje (Choate, 1970; Fig. 4); y
las puntas de sus dientes son de color rojo (Villa y Cervantes, 2003). Es una
especie endémica de la region de los Tuxtlas, en el estado de Veracruz
(Woodman y Timm, 2000; Fig. 5). Habita en el bosque tropical perennifolio donde
existen gruesas capas de arena y ceniza volcanica (Ceballos y Arroyo-Cabrales,
2005; Villa 'y Cervantes, 2003). Se encuentra bajo proteccién especial debido a lo
restringido de su distribucion (SEMARNAT, 2002).

Figura 4. Musarafa de la especie Cryptotis nelsoni capturada en un bosque
mesofilo de montafa del Volcan San Martin Tuxtla, Municipio de San Andrés
Tuxtla, Veracruz, México. (Fotografia: Lazaro Guevara).
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Figura 5. Distribucidon geografica de la musarafia Cryptotis nelsoni (modificada de
Choate, 1973; Hall, 1981).

Sorex saussurei Merriam, 1892

Su tamafio varia de mediano a grande; tiene una coloracion café oscura en el
dorso y un poco mas palida en el vientre (Ceballos y Galindo, 1984); la cola es
larga (>50 % de la longitud de la cabeza y el cuerpo) y ligeramente bicolor; las
orejas se pueden ver a simple vista (Fig. 6). Los dientes presentan pigmentacién
en la punta con excepcion del quinto unicuspide (Montiel, 2006). Habita en
bosques de coniferas y bosques de encino desde 1 800 hasta 3, 300 msnm
(Ceballos y Galindo, 1984; Castro-Arellano, 2005). Esta musarana es
quasiendémica de México y se distribuye desde el sur de Coahuila a Durango,
hasta la parte central de México y localidades aisladas de Oaxaca, Chiapas y
Guatemala (Fig. 7; Villa y Cervantes, 2003).
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de la especie Sorex saussurei capturado en un bosque de pino
de El Terrero, Municipio de Minatitlan, Colima, México. (Fotografia: Ana Montiel).
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Megasorex gigas (Merriam 1897)

Esta musarana pertenece a un género monotipico y endémico de México
(Armstrong y Jones, 1972). Es de talla grande, su cola mide menos de un tercio
de la longitud del cuerpo y la cabeza (Villa y Cervantes, 2003). Sus orejas estan
bien desarrolladas (Mendoza y Ceballos, 2005). Su pelaje es corto y de color gris,
ligeramente mas oscuro en el dorso (Fig. 8; Merriam, 1897). Sus dientes no
estan pigmentados. Se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico desde Nayarit
hasta Oaxaca (Fig. 9). Habita en selvas bajas y medianas, matorrales, bosques
de pino-encino, bosques mesdfilos (Mendoza y Ceballos, 2005). Se considera
como una especie amenazada debido a su rareza ya que existen pocos registros
de su presencia a lo largo de su distribucion (SEMARNAT, 2002).

Figura 8. Hembra de la especie Megasorex gigas capturada en un bosque
mesofilo de Rancho La Mora, Municipio de Cémala, Colima, México. (Fotografia:
Ana Montiel).
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Figura 9. Distribucién geografica de la musarana Megasorex gigas (modificada de
Ceballos y Miranda, 2000).

Identificacién_sexual en musaranas

En musarafas es dificil identificar el sexo a simple vista, particularmente en
individuos jovenes debido a que el tamafo del cuerpo y los genitales externos de
las hembras y machos tienen apariencia semejante (Matsubara et al. 2001). Se
requiere tener suerte para atrapar un individuo completamente adulto y en plena
condicion reproductiva para que sus genitales externos puedan revelar si es
hembra o macho (Fig. 10). Ademas, no es recomendable capturar y recapturar
musaranas pues mueren rapidamente después de su manipulacion y liberacion.
En ausencia de testiculos descendidos que se aprecien externamente como
protuberancias en forma de évalo sin pelo a cada lado del ano 6 de glandulas
mamarias evidentes, es necesario aplicar presion a los costados de la abertura
urogenital para provocar la eversion parcial del pene para diferenciar entre
hembras y machos (Pucek, 1960; Crowcroft, 1964; Churchfield, 1990).



Figura 10. Ejemplares de ambos sexos de Sorex saussurei mostrando
caracteristicas sexuales secundarias o genitales externos. A la izquierda macho
adulto con testiculos descendidos (CNMA 43103) y una hembra joven (CNMA
43118). A la derecha hembra lactante (CNMA 43109; Fotografias: Ana Montiel).

Si lo anterior no fuera suficiente para identificar el sexo de la musarafa es
necesario examinar los o6rganos reproductores internos (Matsubara et al. 2001),
sin embargo, esto tampoco es facil ya que tanto los testiculos en los machos como
los ovarios, utero y oviductos en las hembras son muy pequefios, midiendo tan
s6lo algunos milimetros, lo que dificulta encontrarlos dentro del ejemplar (Pucek,
1960; Crowcroft, 1968).

La desventaja de examinar los genitales externos y los d&rganos
reproductores internos para la determinacién del sexo en musaranas es que no
puede ser aplicable en animales muertos. Sobre todo cuando los cuerpos se
encuentran en un estado avanzado de descomposicion o estan dafados e
incompletos (Matsubara et al. 2001). En ocasiones, cuando se captura mas de
una musarafa por trampa puede ocurrir canibalismo y solo quedan restos de piel,
hueso u 6rganos internos que hacen imposible determinar el sexo del ejemplar
(Guevara, 2005).

Como alternativa a estos problemas se han desarrollado técnicas que utilizan

la amplificacién de un fragmento de la caja HMG del gen sry en ejemplares de



sexo masculino, lo que se hace a partir de ADN extraido de muestras obtenidas
por medio de métodos no invasivos. Esta técnica ha sido probada con éxito para
diferenciar entre hembras y machos en tres géneros de musaranas Crocidura,
Neomys (Sanchez et al.1996) y Sorex (Matsubara et al. 2001), en los que los
machos amplificaron fragmentos de ADN de 155 y 202 pares de bases y las

hembras no.



HIPOTESIS

De acuerdo con lo anterior, se propone que a partir de tejido fresco de
musarana y con iniciadores especificos para el gen sry se podrian obtener
amplificaciones positivas en ejemplares de sexo masculino, mientras que en
ejemplares de sexo femenino no se deberia obtener ninguna amplificacion. La
repeticion de este procedimiento experimental debera producir el mismo resultado
y permitira concluir si éste es favorable. Por lo tanto el objetivo del presente

trabajo es:

OBJETIVO

Identificar el sexo en musarafias mediante la amplificacién de un fragmento
del gen sry en individuos de sexo conocido a partir de sus tejidos en tres géneros

de musarafias Cryptotis, Sorex y Megasorex.



MATERIALES Y METODOS

Colecta de Muestras

Se utilizaron muestras de higado de individuos de las especies Cryptotis
mexicana, Cryptotis nelsoni, Sorex saussurei y Megasorex gigas con fecha de
colecta a partir del 2003 y hasta el 2006. Las muestras provienen de la Coleccién
de Tejidos Congelados de la Coleccion Nacional de Mamiferos (CNMA) del
Instituto de Biologia de la UNAM. Se ocuparon 6 individuos (3 hembras y 3
machos) de sexo conocido y evidencia de actividad reproductora por especie
(Apéndice 1).

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se hizo utilizando un kit comercial (DNeasy Tissue Kit,
Qiagen Cat"® No. 69504). Para determinar la presencia y la integridad del ADN
extraido se corrieron 3 pl de cada extraccion mediante la técnica de electroforesis
en geles de agarosa al 1% (Sanbrook y Rusell, 2001; Apéndice 2) a 100 volts
durante 75 minutos. ElI ADN se visualizd con bromuro de etidio en un
transiluminador de rayos ultra violeta (marca Hoefer) y posteriormente se tomo
una fotografia con una camara digital marca Kodak. Las concentraciones de ADN
y su pureza se cuantificaron por espectrofotometria y estan expresadas en ug/ pl;

las mediciones se hicieron en un espectrofotometro (marca Biomate).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la técnica de PCR se utilizaron tres juegos iniciadores especificos para
amplificar un fragmento de la region de la caja HMG del gen sry en ejemplares del
sexo masculino (Cuadro 1). Para el género Cryptotis se utilizé un juego de
iniciadores disefiados para el raton comun Mus musculus y que habian sido
probados exitosamente en dos géneros de musarafas (Crocidura y Neomys;

Sanchez et al. 1996). Este juego de primers no produjo amplificacion en



musaranas de los géneros Sorex y Megasorex. Para el género Sorex se ocupo
un juego de iniciadores disefiado para Sorex unguiculatus y probado en otras
especies del mismo género (Matsubara et al. 2001). Este juego de primers
produjo amplificaciones de mala calidad en musarafas de los géneros Megasorex
y Cryptotis. Finalmente, para el género Megasorex se modifico el juego de
iniciadores de Sanchez et al (1996) con el software Primer 3.0
(frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Se utilizé la secuencia del
ratbn comun M. musculus reportada por Hacker et al. 1995 para un fragmento de
202 nucledtidos de la caja HMG del gen sry. El software recorrié trece nucleétidos
hacia el interior de la secuencia el sitio de reconocimiento del primer F* para evitar
la formacién de dimeros. Este juego de iniciadores produjo amplificaciones

inespecificas en musarafnas de los géneros Sorex y Cryptotis.

Cuadro 1. Iniciadores especificos utilizados en la amplificaciéon de un fragmento

del gen sry en tres géneros de musaranas (Cryptotis, Sorex y Megasorex).

Fragmento
amplificado
Género Secuencia de nucleétidos (pares de Referencia
bases)
F 5'-GTCAAGCGCCCCATGAATGCAT -3’ Sanchez et al
Cryptotis 202 1996 ’
R 5-AGTTTGGGTATTTCTCTCTGTG -3°
F 5'-CATGGTGTGGGCTCGCAATC-3" Matsubara et
Sorex 155 | 2001
R 5-CTGCCTGTAGTCTCTGTGCC-3 al.
F 5 TGAATGCATTTATGGTGTGG -3’ Modificado en
Megasorex 189 este gstudlo
R 5-AGTTTGGGTATTTCTCTCTGTG -3’ de Sanchez
et al. 1996




Para validar el método se utiliz6 como control positivo la amplificacion de un
fragmento de 450 pares de bases del gen citocromo b y como control negativo
reacciones sin ADN. Los iniciadores especificos para la amplificacion del gen
citocromo b son MVZ5 5-GCAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3" y MVZ04
5'-GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCT-3" (Smith y Patton, 1993). Las
reacciones de amplificacién para los genes sry y citocromo b se hicieron por

separado.

Las reacciones de amplificaciéon (Cuadros 2, 3 y 4) fueron realizadas en un
termociclador marca Termo Hybaid; el programa se ajusto a las caracteristicas de

cada juego de iniciadores (Cuadros 5y 6).

Las bandas de ADN producto de PCR fueron separadas por medio de geles
de agarosa al 1.5 % utilizando 5 pl de reaccion (Sanbrook y Rusell, 2001), los
cuales se corrieron a 80 volts durante 90 minutos (Apéndice 2). La lectura de los
resultados se llevdo a cabo de manera directa sobre las bandas de ADN

amplificado en los geles de agarosa.

Para comprobar que las bandas de ADN producto de PCR que coincidian con
el tamano esperado fueran las correctas se realizd la purificacion de la banda
obtenida con un Kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit Qiagen Cat"® No.
28104 y QlAquick Gel Extraction Kit Cat™® No. 28704) y se envié a un
secuenciador automatico. Los fragmentos de ADN se secuenciaron en ambas
direcciones utilizando el juego de iniciadores especificos empleado para la
amplificacion del fragmento en cada género. La edicion y en analisis de las
secuencias fueron realizados con el software BioEdit Sequence Alignment Editor
Version 7.0.0. Posteriormente se realizdé una busqueda (Blast) en Gene Bank para
conocer si las secuencias obtenidas eran semejantes a las reportadas para el

mismo fragmento en otros mamiferos.

Debido a que la secuencia nucleétidos del fragmento de ADN del gen sry
amplificado en este estudio era desconocida hasta el momento para las especies

de musaranas utilizadas, las secuencias obtenidas se depositaron en el Banco de



genes (GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con el software Bankit (91628,
893194, 891169, 893662). Finalmente las secuencias problema se compararon
con la secuencia de la musarafa Sorex unguiculatus y el ratbn Mus musculus.
Considerando que en el cédigo genético existen varios tripletes que codifican para
un mismo aminoacido y con el fin de observar la relevancia de los cambios en la
secuencia de nucledtidos, las secuencias obtenidas se tradujeron a aminoacidos
junto con las de S. unguiculatus y M. musculus con el software JustBio 2002 y se

compararon.



Cuadro 2. Volumenes y concentraciones de reactivos utilizados para la amplificacion de un fragmento de ADN del gen

sry en individuos del género de musarafa Cryptotis para la identificacion del sexo por medio de la técnica de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR; modificado de Bryja y Konecny, 2003).

Reactivo Concentracion original Volumen agregado Concentracion final en la
reaccion
Buffer para PCR 10x 2.5 1X
(MarcaRyL)
MgCl,

(MarcaRy L) 25 mM 2.5 ul 2.5 uM
DNTP’s 100 mM 0.5l 200 uM
Primer F 10 uM 1.0 ul 0.4 uM
Primer R 10 uM 1.0 pl 0.4 uM

Taq Polimerasa

(Marca Ry L) 5 U/ul 0.2 pl 1U

Glicerol 1.25 pl 5%
ADN El necesario para obtener 100 ng 100/25ul
H.O La necesaria para completar un

volumen de reaccion de 25 pl




Cuadro 3. Volumenes y concentraciones de reactivos utilizados para la amplificaciéon de un fragmento de ADN del gen
sry en individuos de los géneros de musarafias Sorex y Megasorex para la identificacion del sexo por medio de la técnica

de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR; modificado de Matsubara et al. 2001).

Reactivo Concentracién original Volumen agregado Concentracion final en la
reaccion
Buffer para PCR 10x 2.5yl 1X
(Marca Invitrogen)
MgCl, 50 mM 1.5 pl 3.0 uyM
(Marca Invitrogen)
DNTP’'s 100 mM 0.5 pl 200 uM
Primer F 10 uM 1.0 pl 0.4 uM
Primer R 10 uM 1.0 pl 0.4 uM
Taq Polimerasa
(Marca Invitrogen) 5 Ulul 0.2 ul Tu
ADN El necesario para obtener 100 ng 100/25ul
H,O La necesaria para completar un

volumen de reaccion de 25 pl




Cuadro 4. Volumenes y concentraciones de reactivos utilizados para la amplificaciéon de un fragmento de ADN del gen

citocromo b en individuos de los géneros de musarafnas Cryptotis, Megasorex y Sorex por medio de la técnica de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR; modificado de Smith y Patton. 1993).

Reactivo Concentraciéon Volumen a tomar Concentracion final en la
original reaccion
Buffer para PCR 10x 2.5 1X
(Marca Invitrogen 6 Ry L)
MgCl,
(Marca Invitrogen 6 Ry L) 25 mM 6 50 mM 1.5l 6 2.5 pl 3.0uM 6 2.5 uM
DNTP’s 100 mM 0.5 pl 200 M
Primer F 40 uM 0.25 pl 0.4 uM
Primer R 40 uM 0.25 ul 0.4 uM
Taq Polimerasa
(Marca Invitrogen 6 Ry L) S U/l 0.2 ul 1U
ADN El necesario para obtener 100 ng 100/25ul
H.0 La necesaria para completar un

volumen de reaccion de 25 pl




Cuadro 5. Programa del termociclador para la amplificacion de un fragmento del
gen sry en los géneros de musaranas Cryptotis, Sorex y Megasorex por medio de

la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Cryptotis (modificado de Bryja y Honecny, 2003)

Evento Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Numero de ciclos
Desnaturalizacion 93 5 1
Desnaturalizacion 93 1

Alineacion 50 1 35
Extension 72 1
Extensién Final 73 5 1

Sorex (modificado de Marsubara et al. 2001)

Evento Temperatura (°C) | Tiempo (seg) Numero de ciclos
Desnaturalizacion 93 120 1
Desnaturalizacion 93 15

Alineacién 68 20 30
Extension 72 20

Megasorex (modificado de Bryja y Honecny, 2003)

Evento Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Numero de ciclos
Desnaturalizacion 93 5 1
Desnaturalizacion 93 1

Alineacion 60 1 30
Extension 72 1
Extensién Final 73 5 1




Cuadro 6. Programa del termociclador para la amplificaciéon de un fragmento de
ADN del gen citocromo b en individuos de los géneros de musarafias Cryptotis,
Megasorex y Sorex por medio de la técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR; modificado de Smith y Patton, 1993).

Evento Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Nimero de ciclos
Desnaturalizacion 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1

Alineacion 50 1 30
Extension 72 1
Extension Final 73 5 1




RESULTADOS

Amplificacion del fragmento de ADN del gen sry

Género Cryptotis

De la especie Cryptotis mexicana se logré amplificar un fragmento de ADN de
202 pares de bases que corresponde a un fragmento del gen sry, el cual sélo se
observa en ejemplares de sexo masculino. Esto permiti6 la determinacién
correcta del sexo de seis ejemplares (3 machos y 3 hembras; Fig. 11). Al mismo
tiempo se logréo amplificar como control positivo un fragmento de 450 pares de
bases tanto de ejemplares de sexo masculino como de ejemplares de sexo
femenino, que corresponde a un segmento del gen mitocondrial citocromo b. En
el control negativo no hubo amplificacion. Lo anterior sirvié para validar el método

en ejemplares de sexo femenino.
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Figura 11. Gel de agarosa con bandas de ADN que muestra la amplificacion de
un fragmento de 202 pares de bases (pb) del gen sry en individuos de sexo
masculino (carriles 1, 3 y 5) de la especie Cryptotis mexicana. En las hembras
(carriles 2, 4 y 6) no hubo amplificacion. EI gel también contiene bandas que
muestran la amplificacién de un fragmento de 450 pb del gen citocromo b utilizado
como control positivo de amplificacion. El carril 7 muestra el control negativo (N).

M = Marcador de ADN de referencia de tamafio en incrementos de 50 pb; ¢ =
Hembra; &' = Macho.



Los fragmentos amplificados de los tres machos se purificaron y se

secuenciaron. Se obtuvo una secuencia idéntica de 202 nucledtidos en los tres
individuos:

5 GTCAAGCGCCCCATGAATGCATTCATGGTATGGTCTCGCAGTCAAAGACA
TAAGATTGCTCTAGAAAATCCCCAAATGCAAAACTCAGAGATCAGTAAACAAC
TGGGATACAAGTGGAAAATGCTTACGGAAGCTGAAAAATGGCCATTCTTTCAG
GAGGCACAGAGGCTACAGGCAGTGCACAGAGAGAAATACCCAAACT 3.

Similarmente, de la especie Cryptotis nelsoni se amplificé un fragmento de
202 pares de bases sélo en ejemplares de sexo masculino que coincide un
fragmento de ADN del el gen sry. Asi mismo, para validar el método en
ejemplares hembras se amplificé un fragmento de 450 pares de bases del gen
citocromo b como control positivo de amplificacién en ejemplares de ambos sexos;
se utilizé un control negativo donde no se obtuvo amplificacion. Lo anterior

permitio determinar facilmente el sexo de 6 ejemplares (3 machos y 3 hembras;
Fig. 12).
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Figura 12. Gel de agarosa con bandas de ADN que muestra la amplificacion de
un fragmento de 202 pares de bases (pb) del gen sry en individuos de sexo
masculino (carriles 1, 3 y 5) de la especie Cryptotis nelsoni. En las hembras
(carriles 2, 4 y 6) no hubo amplificacién. El gel también contiene bandas que
muestran la amplificaciéon de un fragmento de 450 pb del gen citocromo b como
control positivo. El carril 7 muestra el control negativo (N). M = Marcador de ADN
de referencia de tamafio en incrementos de 50 pb; 9 = Hembra; & = Macho.



Los fragmentos amplificados de los tres machos se purificaron y se
secuenciaron. Se obtuvo una secuencia idéntica de 202 nucledtidos en los tres

individuos:

5" GTCAAGCGCCCCATGAATGCATTCATCGTATGGTCTCGGCGTCAAAGACA
TAAAATTGCTCTAGAAAATCCCCAAATGCAAAACTCAGAGATCAGTAAACAACT
GGGATACAAGTGGAAAATGCTTACGGAAGCTGAAAAATGGCCATTCTTTCAGG
AGGCACAGAGGCTACAGGCAGTGCACAGAGAGAAATACCCAAACT 3.

Género Sorex

De la especie Sorex saussurei también se obtuvo una amplificacion positiva
del gen sry en los ejemplares de sexo de masculino, obteniendo un fragmento de
155 pares de bases, mientras que en las hembras no amplificd, con lo cual se
corroboro el sexo de 6 ejemplares (3 machos y 3 hembras; Fig. 13). Con el fin de
validar el método en ejemplares de sexo femenino, se obtuvo la amplificacion de
un control positivo, un fragmento de 450 pares de bases del gen citocromo b, en
ejemplares hembras y machos y se obtuvo un conirol negativo sin bandas de
ADN.

Figura 13. Gel de agarosa con bandas de ADN que muestra la amplificacion de
un fragmento de 155 pares de bases (pb) del gen sry en individuos de sexo
masculino (carriles 1, 3 vy 5) de la especie Sorex saussurei. En las hembras



(carriles 2, 4 y 6) no hubo amplificaciéon. EIl gel también contiene bandas que
muestran la amplificacion del control positivo, un fragmento de 450 pb del gen
citocromo b. El carril 7 muestra el control negativo (N). M = Marcador de ADN de

referencia de tamafio en incrementos de 50 pb; = Hembra; & = Macho.

Los fragmentos amplificados de los tres machos se purificaron y se
secuenciaron. Se obtuvo una secuencia idéntica de 155 nucledtidos en los tres

individuos:

5 CATGGTGTGGGCTCGCAATCAGAGACGTAAGATAGCTATAGAAAATCCTAA
AATACAAAACTCAGAGATTAGCAAACAGCTGGGATACCAGTGGAAAATGCTTA
CAGAAGATGAAAAATTGCCGTTCTTTCTGGAGGCACAGAGACTACAGGCAGS'.

Género Megasorex

De la especie Megasorex gigas se amplificé un fragmento del sry de 189
pares de bases en ejemplares de sexo masculino, mientras que los ejemplares de
sexo femenino no amplificaron, lo que confirmd la identidad sexual de 6
ejemplares (3 machos y 3 hembras; Fig. 14). Ademas, se amplificé un fragmento
de 450 pares del gen citocromo b como control positivo en ejemplares de ambos
sexos; y se utilizé un control negativo en el cual no se obtuvo ninguna

amplificacion, con lo que se valido el método para ejemplares de sexo femenino.

189 pb




Figura. 14. Gel de agarosa con bandas de ADN que muestra la amplificacion de
un fragmento de 189 pares de bases (pb) del gen sry en individuos de sexo
masculino (carriles 1, 3 y 5) de la especie Megasorex gigas. En las hembras
(carriles 2, 4 y 6) no hubo amplificaciéon. EIl gel también contiene bandas que
muestran la amplificacion del control positivo, un fragmento de 450 pb del gen
citocromo b. El carril 7 muestra el control negativo (N). M = Marcador de

referencia de tamafio en incrementos de 50 pb; 9= Hembra; & = Macho.

Los fragmentos amplificados de los tres machos se purificaron y se
secuenciaron para obtener una secuencia de 189 nucledtidos en los tres

individuos:

5 TGAATGCATTTATGGTGTGGTCTCGTGATCAAAGACATAAGATAGCTCTAG
AAAATCCACAGATGAAAAATTCAGAGATCAGCAAACAGCTAGGATTCCGGTGG
AAAATGCTTACAGAAGATGAAAAATGGCCATTCTTTCAAGAGGCACAGAGACT
ACAGGCAGTGCACAGAGAGAAATACCCAAACT 3.

Comparacion con secuencias de nucleétidos de Gene Bank

El resultado del Blast muestra que las secuencias de nucledétidos obtenidas
son parecidas a las reportadas para el mismo fragmento de ADN en otras
musaranas (Crocidura suaveolens, C. leucodon, Neomys anomalus y Sorex
unguiculatus), roedores (Mus musculus y Rattus novergicus), primates (Homo
sapiens), carnivoros (Canis familiaris, Ursus arctos, U. americanus, Ailuropoda
melanoleuca, Enhydra lutris, Lutra lutra, Phoca vitulina y Zalophus californicus),
cetaceos (Tursiops truncatus, Stenella longirostris, Orcinus orca, Megaptera
novaeangliae y Balaenoptera musculus) y artiodactilos (Cervus nippon), con lo que

se confirma la amplificacion del fragmento de interés.

Las secuencias obtenidas se enviaron al GeneBank los dias 6 y 7 de marzo
de 2007 obteniendo los codigos de acceso: Cryptotis mexicana EF473298, C.
nelsoni EF473299, Sorex saussurei EF473296 y Megasorex gigas EF473297.

Finalmente, se compararon con las secuencias de las especies S. unguiculatus



(AB055219 de Gene Bank; Matsubara et al. 2001) y M. musculus (X55491 de
Gene Bank; Gubbay et al. 1990; Fig. 15; Cuadro 7).

No se observé variabilidad intraespecifica y se encontré una secuencia unica
para cada especie. Entre_especies del mismo género encontramos que habia muy
pocas diferencias en la secuencia de nucleétidos. Entre Cryptotis mexicana y C.
nelsoni se encontré una diferencia del 2.5 %. Similarmente, entre Sorex saussurei

y S. unguiculatus la diferencia fue del 3.9 %.

A nivel de especies de distinto género la mayor diferencia se encontré entre
S. saussurei 'y C. nelsoni entre las que existe una diferencia de 14.8 %. La menor
diferencia se encontré entre S. unguiculatus y Megasorex gigas con diferencia del
8.4 %. Entre M. gigas y las musaranas del género Cryptotis las diferencias son
12. 3% con C. mexicana y 13. 6% con C. nelsoni. En comparacion con las
musaraias del género Sorex, M. gigas tiene una diferencia del 13.6 % con S.
saussurei y 8.4 % con S. unguiculatus. Con respecto a las musarafas del género
Sorex y las musaranas del género Cryptotis encontramos que entre S.
unguiculatus y C. mexicana hay una diferencia del 9.0 % mientras que entre S.
saussurei y C. mexicana la diferencia es del 11.0 %. C. nelsoni presenta una

diferencia del 10. % con S. unguiculatus y 14. 8 % con S. saussurei.

En comparacién con el ratbn comun Mus musculus, la musarana que
presenta mayor numero de cambios en la secuencia de nucleétidos es C. nelsoni
con la diferencia del 27.7 %. El resto de las musarafias presentan un numero de
cambios muy similar. M. gigas y S saussurei presentan una diferencia del 25 %,

mientras que en C. mexicana y S. unguiculatus la diferencia es del 26.5 %.

En la comparacion entre C. mexicana y C. nelsoni no se encontré diferencia
en el numero bases puricas (A, G) y pirimidicas (T, C) que cambian en la
secuencia de nucledtidos. En el resto de las comparaciones encontramos que la
mayor parte de las bases que no se comparten en la secuencia de nucleétidos son

bases puricas.



Comparacion con secuencias de aminoacidos de Gene Bank

El resultado del Blast muestra que las secuencias de aminoacidos obtenidas
son semejantes a las reportadas para el mismo fragmento de ADN en musaranas
(Crocidura suaveolens, y C. leucodon), quirdpteros (Myotis myotis y Rousettus
aegyptiacus), roedores (Mus musculus y Rattus novergicus, R. rattus), primates
(Homo sapiens, Gorilla gorilla), carnivoros (Canis familiaris, Ursus arctos, Enhydra
lutris, Lutra lutra, Panthera onca, Puma concolor, Mirounga angustrirostris, Phoca
vitulina 'y Zalophus californicus), cetaceos (Tursiops truncatus, Megaptera
novaeangliae y Balaenoptera musculus) y artiodactilos (Equus caballus), con lo

que se confirma la amplificacion del fragmento de interés.

Las secuencias de nucledtidos de C. mexicana, C. nelsoni, S. saussurei, S.
unguiculatus, M. gigas y M. musculus se tradujeron a aminoacidos y se
compararon (Fig. 16; Cuadro 8). Entre especies del mismo género encontramos
que existen muy pocas diferencias en la secuencia de aminoacidos. Entre
Cryptotis mexicana y C. nelsoni se encontr6 una diferencia del 1.9 % vy
similarmente, entre Sorex saussurei y S. unguiculatus la diferencia fue del 5.9 %.
A nivel de especies de distinto género la mayor diferencia fue entre S. saussurei y
C. mexicana con 21.6 %. La menor diferencia fue entre C. nelsoni y M.gigas con
9.8 %.

Entre M. gigas y las musarafias del género Sorex las diferencias son 17.6%
con S.unguiculatus y 19. 6% con S. saussurei. En comparacion con las
musaranas del género Cryptotis, M. gigas tiene una diferencia del 9.8 % con C.
nelsoniy 11.8 % con C. mexicana. Con respecto a musaranas del género Sorex y
las musarafias del género Cryptotis encontramos que entre S. unguiculatus 'y C.
mexicana hay una diferencia del 17.6 % mientras que entre S. saussurei y C.
mexicana la diferencia es del 21.6 %. C. nelsoni presenta una diferencia del

15.7 % con S. unguiculatus y 17.6 % con S. saussurei.



En comparacién con el ratbn comun Mus musculus, la musarana que
presenta mayor numero de cambios en la secuencia de aminoacidos es S.
saussurei con la diferencia del 31.4 %. C. nelsoni. Presenta la menor diferencia
con 25. 5%. C. mexicana, M. gigas y S. unguiculatus presentan una diferencia del
29.4 %.
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SRS
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unguiculatus
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saussurel
unguiculatus
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nelsoni
musculus
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saussurel
unguiculatus
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nelsoni
musculus

~~~~~~~~~~ ~~~TGAATGC ATTTATGGTG ITATCGTG [ATCAARGACA TAAGATAGJT
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ~~~CATGGTG JGATCGCA |ATCAGAGACE TAAGATAGAT
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ~~—CATGGTG JGATCGCA [ATICAARGACG TAAGATAGJT
GTCAAGCGCC CCATGAATGC ATTCATGGTA JTATCGCA |ICAAAGACA TAAGATTGAT
GTCAAGCGCC CCATGAATGC ATTCATCGTA ITATCGGA |[GICAAAGACA TAAAATTGJT
GTCAAGCGCC CCATGAATGC ATTTATGGTG FTACCGETG |[GIGRAGAGGCA CJAAGTTGGJC
[ oo [ e [ ool [ oo [ oot
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CTAGAAAATC CACAGATIGAA AAATTICAGAG CAGCAAAC AGCTIAGGATT| CCGGTGGAAA
ATAGAAAATC C[TAAAATIACA AAACTICAGAG TAGCAAAC AGCTGGGATA| CCAGTGGAAA
CTAGAAAATC C[TAAAATIGCA AAACTICAGAG CAGCAAAC AGCTGGGATA| CCAGTGGAAA
CTAGAAAATC CCCAAATIGCA AAACTICAGAG CAGTAAAC AACTGGGATA| CAAGTGGAAA
CTAGAAAATC CCCAAATIGCA AAACTICAGAG CAGTAAAC AACTGGGATA| CAAGTGGAAA
CAGCAGAATC CCAGUATIGCA AAATACAGAG CAGCAAGC AGCTGGGATG| CAGGTGGAAA
. B T < -
130 140 150 160 170 180
ATGCTTACAG AAGATGAAAA A ATTC TOAAGAGG CACAGAGACT |ACAGGCAGIG
ATGCTTACAG AAGATGAAAA A GTC TAQTEGAGG CACAGAGACT |ACAGCAG. .
ATGCTTACAG AAGATGAAAA A ATTC TOAGGAGG CACAGAGACIT |ACAGCAG. .
ATGCTTACGGE AAGCTGAAAA A ATTC TAAGGAGG CACAGAGGCT [ACAGGECACTG
ATGCTTACGG AAGCTGAAAA A ATTC TAAGGAGG CACAGAGGCT [ACAGGCACTG
AGCCTTACAG AAGCCGAAAA A CLTT COAGGAGG CACAGAGATT |GAAGATCOTA
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190 200

M. gigas CACAGAGAGA AATACCCAAA CT
S. SAUSSUIeI it ettt teeeaaea

S. ungquiculatlisS @ v ieee teueeaaaan ..
C. mexicana CACAGAGAGA AATACCCAAA C
C. nelsoni CACAGAGAGA AATACCCAAA CT
M. musculus CACAGAGAGA AATACCCAAA CT

Figura 15. Alineamiento de la secuencia de 155 nucleotidos que corresponde a un fragmento del gen sry del cromosoma
sexual Y en las musaranas Cryptotis mexicana y C. nelsoni de Veracruz, Megasorex gigas y Sorex saussurei de Colima,
S. unguiculatus y el ratbn comun Mus musculus. Las bases diferentes estan marcadas con rectangulos. En M. gigas el
oligo F’ (forward) esta del nucledtido 13 al 23, en S. saussurei y S. unguiculatus del nucleétido 23 al 43 y en C. mexicana,
C. nelsoni y M. musculus del nucledtido 1 al 22. En M. gigas, C. mexicana, C. nelsoniy M. musculus el oligo R" (reverse)
esta del nucledtido 180 al 202 y en S. saussurei 'y S. unguiculatus del nucleétido 158 al 178.

M. gigas = 0——-—-—- NAEKMV HKIALENPOMKNS KMLTEDEKWPEFEOEAQRLQAVHREKYPNX
C. mexicana VKRPMNAE IV HKTIALENPOMONS KMLTEAEKWPEFEOEAQRLQAVHREKY PNX
C. nelsoni VKRPMNAEMV HKIALENPOMONS KMLTEAEKWPEFEOEAQRLQAVHREKYPNX
S. unguiculatus  —-—-—------ MV RKIALENPKMQONS KMLTEDEKLPFE-EAQRLOQAX-———————
S. saussurei = = —————-—-—q MV RKIATIENPKIQNS KMLTEDEKLPFELEAQRLOQAX-—-——————
M. musculus VKRPMNAEMV HKLAOQNPSMONT KSLTEAEKRPFEOEAQRLKITLHREKYPNX

Fig. 16. Alineamiento de la secuencia de 51 aminoacidos que corresponde a un fragmento de 155 nucledtidos del gen
sry del cromosoma sexual Y en las musarafnas Cryptotis mexicana y C. nelsoni de Veracruz, Megasorex gigas y Sorex
saussurei de Colima, S. unguiculatus y el ratbn comun Mus musculus. Los aminoacidos diferentes estan marcados con
rectangulos.



Cuadro 7. Numero (#) de pares de bases no compartidas (Pu = bases puricas: A, G; Pi = bases pirimidicas: T, C) y su

porcentaje (%) entre secuencias de 155 nucledtidos del gen sry del cromosoma sexual Y en musarafas (Mammalia:

Soricomorpha) mexicanas, S. unguiculatus y el ratbn comun Mus musculus.

Cryptotis Cryptotis Megasorex Sorex Sorex Mus
mexicana nelsoni gigas saussurei unguiculatus musculus
# | % |[Pu|Pi|# | % |Pu|Pi | # (% |Pu|Pi| # | % |Pu| Pi | # | % |Pu| Pi % | Pu | Pi

Cryptotis ) ) ) )

mexicana

Cryptotis 4 1252 2] . | .| - |-

nelsoni

Megasorex | 19 112.3 (13 | 6 |21 (136 14| 7 | _ | _ | _ | .

gigas

Sorex . 17 11012 | 5 |23 (148 15| 8 | 21 |13.6| 13| 8 | 21 | . - -

saussurei

Sorex 14 /90 |8 | 6|16 [10.3| 9 | 7 13 |84, 8| 5 13|39 | 5 1 - - - -

unguiculatus

Mus 41 126.5|22 (19|43 |27.7| 23 (20 | 40 | 25 | 23|17 |40 | 25 | 23 | 17 |41 |126.5(21 | 20 - - -

musculus




Cuadro 8. Numero (#) de aminoacidos no compartidos y su porcentaje (%) entre secuencias de 51 aminoacidos que

corresponden a un fragmento de 155 nucledtidos del gen sry del cromosoma sexual Y en musarafas (Mammalia:

Soricomorpha) mexicanas, S. unguiculatus y el ratbn comun Mus musculus.

Cryptotis Cryptotis Megasorex Sorex Sorex Mus
mexicana nelsoni gigas saussurei unguiculatus musculus
# % # % # % # % # % # %

Cryptotis - -

mexicana

Cryptotis 1 1.9 - -

nelsoni

Megasorex 6 11.8 5 9.8 - -

gigas

Sorex . 11 21.6 9 17.6 10 19.6 - -

saussurei

Sorex 9 17.6 8 15.7 9 17.6 3 5.9 - -

unguiculatus

Mus 15 29.4 13 25.5 15 29.4 16 31.4 15 29.4 - -

musculus




DISCUSION

La identificacion del sexo genético en mamiferos utilizando marcadores
moleculares es una técnica que puede utilizar métodos no invasivos para la
obtencion de ADN del animal de interés (Dallas, 2000; Maldonado, 2006). Estos
métodos incluyen la colecta de muestras de piel, pelo, excremento, orina 6 hueso
(Taberlet et al. 1999) sin tener la necesidad de observar, capturar 6 manipular al
ejemplar (Kuhn et al. 2002). La literatura internacional muestra un incremento en
el numero de estudios realizados bajo esta linea de investigacion en los ultimos
afios por lo que ha tenido una gran aceptacion en la comunidad cientifica y se ha
convertido en el fundamento del estudio y manejo de las poblaciones de animales
silvestres a nivel mundial. Desgraciadamente en México este tipo de trabajos son
escasos debido principalmente a las limitaciones econdmicas y a la falta de interés
en la biologia molecular y sus aplicaciones en el estudio de la fauna silvestre de
Este trabajo representa uno de los primeros en su tipo en México por lo que es

importante su difusion.

En las musarafias Cryptotis mexicana y C. nelsoni se logré la amplificacion
de un fragmento de 202 pares de bases en ejemplares de sexo masculino. Esto
coincide con lo encontrado para musarafnas (Crocidura suaveolens y Neomys
anomalus), topos (Talpa occidentalis, T. romana), erizos (Erinaceus algirus),
murciélagos (Rousettus aegyptiacus, Pteropus poliocephalus, P. alecto, P.
scapulatus, Myotis myotis, Minipterus schreibersi, Eptesicus fuscus, E. serotus) y
roedores (Myocastor coypus, Microtus agrestis, M. arvalis, M. tatricus, M.
subterraneus, Clethrionomys glareolus, Apodemus agrarius, A. flavicollis, A
sylvaticus, A. microps, Mus musculus y Mus domesticus (Sanchez et al.1996;
Bullejos et al. 2000; Garcia-Meunier et al. 2001; Bryja y Konecny,2003).

Para la musarafa Sorex saussurei se amplificé un fragmento de 155 pares
de bases en machos. Esto es similar a lo encontrado para seis especies del
mismo género S. caecutiens, S. gracillimus, S. hosonoi, S. unguiculatus, S. isodon

y S. minutissimus (Matsubara et al. 2001). Finalmente, en la musarafia



Megasorex gigas se obtuvo un fragmento de 189 pares de bases en ejemplares
machos. En la literatura no se encontré un resultado similar debido a que el juego
de primers de Sanchez et al. 1996 fue modificado en este trabajo a partir de la
secuencia del gen sry del ratdbn comun con el fin de obtener una amplificacion de

mejor calidad.

Ademas, lo anterior coincide con la identificaciéon del sexo en el campo de
todos los ejemplares utilizados (Guevara, 2005; Montiel, 2006). En los organismos
con evidencia de testiculos descendidos hubo amplificacién del fragmento de ADN
esperado, mientras que en los ejemplares donde hubo presencia de embriones, o
mamas evidentes no se obtuvo la amplificacion. Sin embargo, la ausencia de
banda puede ser interpretada como un falso negativo en el que el PCR no haya
funcionado en un ejemplar macho y se confunda con una hembra. La alternativa a
este problema es realizar un PCR que incluya un control positivo que produzca
bandas en todos los individuos, adicionalmente los machos tienen una banda que
indica su sexo (Griffiths, 2000).

Los controles externos funcionaron adecuadamente (Maldonado, 2006). El
control negativo consisti6 en reacciones sin ADN para corroborar que no se
introdujo contaminacion durante la extraccién de ADN, o bien en la preparacion del
PCR. EI control positivo consistié en la amplificacion de un fragmento del gen
citocromo b tanto en hembras como en machos. Sin embargo, no se encontraron
las condiciones 6ptimas para amplificacién del gen sry y el gen citocromo b en
una sola reaccion ya que en la temperatura de alineacion de los iniciadores
existian mas de 10 °C de diferencia, y por lo tanto se llevaron a cabo por
separado. A pesar de lo anterior, se cumplié la meta propuesta de identificar
molecularmente el sexo de las musarafias. Sin embargo, los ajustes efectuados al
protocolo original de PCR para obtener las condiciones éptimas de reaccién fueron

determinantes para la obtencion de los resultados aqui reportados.



Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para el género Cryptotis fue complicado estandarizar la amplificacion de un
fragmento del gen sry en ejemplares de sexo masculino debido a que se obtenian
amplificaciones inespecificas, o bien las amplificaciones que coincidian con el
tamano esperado eran de mala calidad. Para mejorar la calidad del fragmento
amplificado fue necesario realizar cambios al protocolo original de PCR (Bryja y
Konecny, 2003), se disminuyd la concentracion final de MgCl, de 3.0 uM a 2.5 yM
y se aumento el numero de ciclos de 30 a 35. Al realizar estas modificaciones se
logré la amplificacién del fragmento esperado, sin embargo, presentdé un barrido a
la altura de ~50 pb tanto en hembras como en machos y en el control negativo.
Esto se puede observar en otros trabajos en los que también se ha utilizado el
mismo juego de iniciadores especificos (Sanchez et al. 1996; Bullejos et al. 2000;

Bryja y Konecny, 2003).

Probablemente el barrido sea producto de que los iniciadores especificos
hayan formado dimeros, que son fragmentos de doble cadena cuya longitud es
muy proxima a la suma de los oligonucleétidos y que se producen cuando un
iniciador especifico se extiende a continuacién del otro (Sanbrook y Rusell, 2001).
Este problema recae en el disefio de los iniciadores especificos. Segun el
software Primer 3.0 el juego de oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen
sry en musarafnas del género Cryptotis no cumple con todas las reglas de disefo
ya que el oligonucleétido R” presenta una temperatura de alineamiento baja de 55
° C y el oligonucledtido F* muestra autocomplementaridad en el extremo 3°, lo que

favorece que los iniciadores especificos formen dimeros.

Tanto para el género Megasorex como para Sorex fue facil estandarizar la
amplificacion de un fragmento del gen sry en machos. Para el género Sorex la
unica modificacion al protocolo original de PCR de Matsubara et. al. (2001) fue la
elevacion de la temperatura de alineamiento de 60 ° C a 68 ° C para eliminar las
amplificaciones inespecificas, mientras que para el género Megasorex donde se

utilizé el protocolo de Bryja y Konecny (2003) fue necesario aumentar la



concentracion final de MgCl, de 2.5 yM a 3.0 uM y la temperatura de alineamiento
de 50 ° C a 62 ° C, logrando mejorar la calidad del amplificado y eliminar las
amplificaciones inespecificas. Sin embargo, para amplificar el fragmento esperado
en los tres géneros de musaranas fue necesario utilizar tres juegos de iniciadores

especificos, uno por género.

Alineamiento de primers con secuencia blanco

El primer juego de oligonucledtidos que se utilizé fue el disefiado por
Matsubara et al. (2001) para la musarafia Sorex unguiculatus y fue probado en 5
especies del mismo género. En S. saussurei este juego de iniciadores especificos
reconocid al 100 % la secuencia de nucledtidos debido a que éstas son idénticas
entre las dos especies de musarafas, lo que favorecido la amplificacion del
fragmento esperado de 155 pares de bases. Sin embargo, en la region
reconocida por el oligo F* que va del nucledtido 13 al 23 hay 4 cambios con
respecto a M. gigas, 3 con C. mexicana y 6 con C. nelsoni. En la region
reconocida por el oligo R™ que va del nucleétido 158 al 178 hay 2 cambios con
respecto a C. nelsoni y ninguno con M. gigas y C. mexicana. Esto explica por qué
se obtenian amplificaciones inespecificas o de mala calidad en estas especies

cuando se utilizaba el juego de iniciadores especificos de Matsubara et al. (2001).

El segundo juego de oligonucledtidos que se utilizé fue el disefiado para el
ratbn comun por Sanchez et al. (1996) para el ratbn comun. Con respecto a C.
mexicana y C. nelsoni no hay cambios en la secuencia de nucledtidos en la regién
reconocida por los iniciadores especificos que en el oligo F* abarca del nucledtido
1 al 22 y en el oligo R" del nucledtido 180 al 202 por lo que la amplificacion del
fragmento esperado de 202 pares de bases fue sencilla. Sin embargo no era del
todo limpia ya que aparecia un barrido a la altura ~50 pb consecuencia de que los
iniciadores especificos formaban dimeros, por lo que se decidié modificar el

oligonucledtido F para mejorar la amplificacion.



El tercer juego de iniciadores especificos que se utilizoé fue disefiado a partir
de la secuencia del ratbn comun Mus musculus en el programa Primer 3.0. En
comparacion con M. gigas la secuencia de los oligonucledtidos es idéntica a la
region que reconocen, por lo que la amplificacion del fragmento esperado de 189
pares de bases fue sencilla. Con respecto a C. mexicana y C. nelsoni la
secuencia del oligo F* que va del nucleétido 23 al 43 presenta 2 y 3 cambios
respectivamente. La secuencia reconocida por el oligo R" que va del nucledétido
180 al 202 no presenta cambios. Las modificaciones realizadas en el iniciador
especifico F° para desaparecer el barrido fueron apropiadas, sin embargo,
aparecieron amplificaciones inespecificas que no se pudieron eliminar. Debido a
que los resultados obtenidos no eran de la calidad esperada fue necesario

purificar y secuenciar los fragmentos de ADN amplificados

Analisis de las secuencia de nucledtidos

Para cada especie se aislé y se secuencidé en tres ejemplares de sexo
masculino el fragmento de ADN esperado. No se observé variabilidad dentro de
las especies y se obtuvo una secuencia unica para cada especie. Esto coincide
con lo encontrado en murciélagos por Bullejos et al. (2000), quien obtuvo una
secuencia de nucledtidos idéntica en todos los fragmentos de ADN del gen sry
aislados, encontrando que no habia variacion entre ejemplares de la misma

especie.

Para especies del mismo género encontramos que habia muy pocas
diferencias en la secuencia de nucleoétidos. Entre Cryptotis mexicana y C. nelsoni
se encontré una diferencia de 2.5 %. Similarmente, entre Sorex saussurei y S.
unguiculatus la diferencia fue de 3.9 %. Estos resultados son superiores a los
obtenidos en la comparaciéon de fragmentos del gen sry en otros mamiferos. Entre
murciélagos (Eptesicus fuscus y E. serotinus) la diferencia fue de 1.25 % (Bullejos
et al. 2000); entre chimpanceés (Pan paniscus y P. troglodytes) la diferencia fue del

0.6 % (Kuhn et al. 2002); entre ratones (Mus musculus, M. spretus y M. pahari) las



diferencias fueron de 0.4 y 0.8 % (Tucker y Lundrigan, 1993); y finalmente, entre
castores (Castor fiber y C. canadensis) no hubo diferencia en la secuencia del
nucledtidos (Kihn et al. 2002).

A nivel de especies de distinto género encontramos que existe una mayor
diferencia en la secuencia de nucleétidos. La mayor diferencia entre musaranas
se encontro entre S. saussurei y C. nelsoni con 14.8 %. Estos resultados son
menores a los reportados para el mismo gen en murciélagos (Myotis myotis,
Eptesicus fuscus y E. serotinus) en los que la diferencia fue del 20 % (Bullejos et
al. 2000) y roedores (Castor fiber, C. canadensis y M. musculus) con una
diferencia del 21.6 % (Kuhn et al. 2002). Entre musaranas la menor diferencia
entre especies de diferente género fue entre S. unguiculatus y M. gigas del 8.4 %.
Este resultado es mayor al reportado para murciélagos (E. fuscus y Rousettus
aegyptiacus) con el 4.8 % de diferencia (Bullejos et al. 2000) y es menor al
obtenido con roedores (Rattus norvengicus y M. musculus) con diferencia del
9.5 % (Kuhn et al. 2002).

En la comparacion de secuencias a nivel de especies de diferente orden
encontramos que la musarafia (Orden Soricomorpha) con mayor numero de
cambios en la secuencia de nucledtidos con respecto al ratbn comun M. musculus
(Orden Rodentia) es C. nelsoni con una diferencia del 27. 7 %. El resto de las
musarafnas presentan un numero de cambios muy similar. Este resultado es
parecido al obtenido por Sanchez et al. (1996) para las musaranas (Crocidura
suaveolens y Neomys anomalus) y el raton comun M. musculus donde existe_una
diferencia del 25.3 % en la secuencia de nucleétidos de un fragmento de gen sry.
En ese mismo trabajo comparan a las musaranas con el humano Homo sapiens
(Orden Primates) encontrando una diferencia del 13.9 % y con el erizo Erinaceus

algirus (Orden Erinaceomorpha) del 15.8 %.

Exceptuando la comparacién entre C. mexicana y C. nelsoni en los que el
numero de bases puricas que cambid en la secuencia es igual al nUmero de bases
pirimidicas, en el resto de las comparaciones encontramos que la mayor parte de

las bases que no se comparten en la secuencia de nucledtidos son puricas. Este



resultado es igual al obtenido en la mayoria de las comparaciones realizadas por
Sanchez et al. (1996), Bullejos et al. (2000), Kuhn et al. (2002), Tucker y
Lundrigan, (1993) y Foster et al. (1992). Sin embargo, existe un numero pequefio
de comparaciones donde las bases que cambiaron en su mayoria fueron
pirimidicas (Bullejos et al. 2000; Kuhn et al. 2002). Para conocer la relevancia de
los cambios en la secuencia de nucledtidos se tradujeron las secuencias de las

cinco musarafas y el ratdbn comun y se compararon.

Analisis de la secuencia de aminoacidos

_Para especies del mismo género existen muy pocas diferencias en la
secuencia. Entre Cryptotis mexicana y C. nelsoni se encontré una diferencia de
1.9 % y entre Sorex saussurei 'y S. unguiculatus la diferencia fue de 5.9 %. Estos
resultados son similares a los obtenidos entre los murciélagos Eptesicus fuscus y
E. serotinus en los que la diferencia es del 3.8 % (Bullejos et al. 2000); entre los
ratones Mus musculus y M. spretus la diferencia fue de 1.25 %, entre M.
musculus y M. pahari fue de 2.5 %, y entre M. spretus y M. pahari no hubo

diferencia en la secuencia de aminoacidos (Tucker y Lundrigan, 1993).

A nivel de especies de distinto género la mayor diferencia en la secuencia de
aminoacidos fue entre S. saussurei 'y C. mexicana con 21.6 %. Este resultado es
menor al reportado por Bullejos et al. (2000) entre los murciélagos Eptesicus
fuscus y Pteropus poliocephalus con 28.3 % y mayor al reportado por Tucker y
Lundrigan (1993) entre los ratones Mus musculus, M. pahari y Rattus exulans con
8.8 %. La menor diferencia entre musarafias de distinto género fue entre
C. nelsoni y M. gigas con 9.8 %. Este resultado es mayor al reportado para
murciélagos (Myotis myotis y Eptesicus serotinus) con el 3.8 % de diferencia
(Bullejos et al. 2000) y es menor al obtenido con roedores (Mastomys hildebrantii y

Stochomys longicaudatus) con diferencia del 2.5 % (Tucker y Lundrigan, 1993).



En la comparacion con secuencias de diferente orden, la musarana (Orden
Soricomorpha) con mayor numero de cambios en la secuencia de aminoacidos
con respecto al ratbn comun M. musculus (Orden Rodentia) fue S. saussurei con
31.4 %. Este resultado es similar al obtenido por Sanchez et al. (1996) en la
comparacion entre 2 musarafias y el ratbn comun donde la diferencia fue del
34 %. Con respecto a la comparacion entre musarafas, el humano (Orden
Primates) y el erizo (Erinaceomorpha) la diferencia es del 17 % y 151 %

respectivamente.

A pesar de las diferencias encontradas en la secuencia de nucleétidos, lo
anterior comprueba que la caja HMG del gen sry es una regién que se encuentra
conservada a lo largo de todas las especies de mamiferos (Hacker et al. 1995).
Sin embargo, esto no ocurre con todos los genes que estan localizados en los

cromosomas sexuales (Toder et al. 2000).

Conservacion del ADN del cromosoma Y en mamiferos

Existen muchos genes en el cromosoma Y que tienen su homodlogo en el
cromosoma X, sin embargo, esto no es constante debido a que hay genes que
estan presenten en algunas especies y ausentes en otras, por ejemplo, solo los
primates tienen el gen Rps4 mientras que el gen Ube1 esta presente en todos los
euterios excepto en los primates (Toder et al. 2000; Mitchell et al. 1992). Otros
genes pueden presentar varias copias tanto en los cromosomas sexuales como en
los autosémicos, como es el caso de los genes Zfy y Zfx en ratones del género
Mus, donde existen dos copias del gen Zfy en el cromosoma Y (Zfy-1y Zfy-2), una
copia del gen Zfx en el cromosoma X y otra en el cromosoma 10 (Zfa; Tucker et al.
2003).

Ademas, en marsupiales y monotremas no existe region pseudoautosémica
por lo que los genes Zfy, Usp9y, Dby, Uty, Amel y Sts que se encuentran en el

cromosoma Y de los mamiferos placentados son autosémicos en estas especies



(Toder et al. 2000), al igual que sus homodlogos del cromosoma X (Mitchell et al.
1992; Foster y Marshall 1993), por lo tanto, en estas especies el cromosoma Y
determina la diferenciaciéon de la gonada hacia testiculo pero no controla el
proceso (Marshall, 2002). Este hecho pone de manifiesto la evolucién de los
cromosomas sexuales a partir de un par autosémico ancestral que adquirio las
funciones de determinar el sexo como consecuencia de la constante degradacion
del cromosoma Y (Toder et al. 2000; Marshall, 2002; Foster et al. 1992).

A diferencia de las pruebas que utilizan los genes que se encuentran
exclusivamente en el cromosoma Y para determinar el sexo, donde la presencia
del gen equivale a un macho y la ausencia equivale a una hembra (Pilgrim et al.
2004), las pruebas que utilizan los genes que se encuentran en la region
pseudoautosdmica, identifican con enzimas de restriccion secuencias que estan
presentes en un gen y no en el otro, por lo tanto, los fragmentos resultantes
presentan polimorfismo con lo que se puede distinguir entre hembras y machos
(Beckwitt et al. 2002; Ortega et al. 2004; Maldonado, 2006). Sin embargo, debido
a la evolucion tan rapida que han sufrido los cromosomas sexuales los sitios que
reconocen las enzimas se han perdido en muchas especies (Pamilo y Bianchi,
1993; Tucker et al. 2003). Por lo tanto, la determinacién del sexo utilizando la
amplificacion de fragmentos exclusivos del cromosoma Y ofrece grandes ventajas
sobre las pruebas que utilizan marcadores moleculares que se encuentran en la

region pseudoautosémica.

Por lo tanto, este estudio demostré que se pueden utilizar marcadores
moleculares de este tipo como parte de las técnicas no invasivas en el estudio,
manejo y conservacion de la fauna silvestre. En particular en nuestro pais se
debe promover este enfoque pues la literatura no muestra resultados en esta linea

de investigacion.



CONCLUSIONES

Se logro la amplificacion del marcador molecular sry en ejemplares de sexo
masculino de tres géneros de musarafias Cryptotis, Sorex y Megasorex a partir de
sus tejidos con lo que se pudo identificar el sexo de todos los ejemplares y se
confirmé la informacion obtenida en campo. Asi mismo, la secuenciacion del
fragmento de ADN del gen sry permitié confirmar la obtencion del fragmento de

interés.

RECOMENDACIONES

El siguiente paso consistira en determinar molecularmente el sexo de
ejemplares cuyo en los que no se ha determinado con anterioridad, utilizando
restos de piel o tejido producto del canibalismo en musarafias, y a partir de restos
0seos contenidos en regurgitaciones y contenidos estomacales de aves rapaces.
Ademas sera necesario ampliar los estudios a otras especies de musarafias

dentro de los géneros Cryptotis y Sorex, y al género Notiosorex
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APENDICE 1

Ejemplares de musarafias (Mammalia: Soricomorpha) utilizados para la identificacion molecular del sexo por medio de la
amplificacion de un fragmento de ADN de gen sry. CATCO= numero de catalogo cronoldgico de la Coleccion Nacional de
Mamiferos (CNMA); PRE = preservacion; P/E = Piel y esqueleto; S/E = Sélo esqueleto; T = tejidos tst = medida (mm) de
testiculos, largo x ancho; Mpio = Municipio; @ = hembra; & = macho.

CATCO Especie PRE Sexo Localidad Fecha de captura
3 VERACRUZ: EI Sumidero, Mpio.
41946 Cryptotis mexicana | SIE, T (tst. 5x1) | Acultzingo. 2360 m 18°41°19"" N, 20 Septiembre 2003
97°20°00"" W
0 VERACRUZ: EI Sumidero, Mpio.
41951 Cryptotis mexicana | P/IE, T (Lactante) Acultzingo. 2360 m 18°41°19°" N, 20 Septiembre 2003
97°20°00"" W
0 VERACRUZ: EI Sumidero, Mpio.
41953 | Cryptotis mexicana | P/E, T (Lactante) Acultzingo. 2360 m 18°41°19°" N, 20 Septiembre 2003
97°20°00"" W
o VERACRUZ: EI Sumidero, Mpio.
41954 | Cryptotis mexicana | P/E, T (Lactante) Acultzingo. 2360 m 18°41°19"" N, 20 Septiembre 2003
97°20°00"" W

VERACRUZ: 0,5 km S Puerto del Aire,
42738 Cryptotis mexicana | P/E, T 4 Mpio. Acultzingo. 18°41°22"" N, 5 Enero 2005

97°20°16"" W




VERACRUZ: 5 km S Puerto del Aire,

. . 3 Mpio. Acultzingo. 18°41°19°" N, 30 Enero 2005
42741 Cryptotis mexicana | PIE, T (tst. 7x2) | 97°20°00” W
VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
. . 3 Ejido Campeche, 11 Km N, San Andrés ,
41956 Cryptotis nelsoni PIE, T (tst. 5x1) | Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla. 1 Noviembre 2003
1500 m 18°32°52°" N, 95°11°30"" W
VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
. . 4 Ejido Campeche, 11.5 Km N, San Andrés .
41969 Cryptotis nelsoni PE, T (tst. 7x2) | Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla. 1 Noviembre 2003
1500 m 18°32°52°" N, 95°11°30"" W
VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
. . Q Ejido Campeche, 11.5 Km N, San Andrés ,
41970 Cryptotis nelsoni PIE, T (Lactante) | Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla, 1 Noviembre 2003
1500 m 18°32°52°" N, 95°11°30"" W
VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
. . Q Ejido Campeche, 11 Km N, San Andrés .
41972 Cryptotis nelsoni PE, T (Lactante) | Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla, 1 Noviembre 2003
1500 m 18°32°52°" N, 95°11°30"" W
VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
. . Q Ejido Campeche, 11.5 Km N, San Andrés ,
41973 Cryptotis nelsoni PIE, T (Lactante) | Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla, 1 Noviembre 2003
1500 m 18°32°52°" N, 95°11°30"" W
. _ 3 VERACRUZ: Volcan San Martin Tuxtla.
42000 CryptOtIS nelsoni S/E, T (tSt 4X3) EJ|d0 Campeche, 11.5 Km N, San Andrés 20 Marzo 2004

Tuxtla, Mpio. San Andrés Tuxtla.




1300 m 18°32°52"" N, 95°11°30"" W

COLIMA: Rancho EI Guayabal, 16.6 km

43096 Megasorex gigas PIE, T Q NNE Comala, Mpio. Comala. 1361 m 15 Noviembre 2004
19°27°52.2°" N, 103°41°46"" W
COLIMA: Rancho EIl Guayabal, 16.5 km
43098 Megasorex gigas P/IE, T Q NNE Comala, Mpio. Comala. 1361 m 5 Diciembre 2004
19°28°00°" N, 103°41°47"" W
COLIMA: Rancho EI Guayabal, 16.5 km
43097 | Megasorex gigas | PIE, T % Tgﬂgﬁggaﬁ, z\il)%ig4 fzgﬂal\;dv 1361 m 5 Diciembre 2005
a COLIMA: Rancho La Mora, 16.73 km
43092 Megasorex gigas | P/E, T [’I\lg‘l’ES(’:;’Tn?’I?i\lM%%&g’TSI?: ) ’\'/690 m 31 Enero 2005
a COLIMA: Rancho La Mora, 16.73 km
43812 | Megasorex gigas | PIE, T ’1\‘;589;6"53]?}\:\4?&0232?2; , 1\/\340 m 23 Junio 2006
a COLIMA: Rancho La Mora 16.73 km NNE
43813 | Megasorex gigas | PIE, T ﬁ:;’rggl'gb 'g/',F}iﬁ- ?8213'23;1;2;;9\2 24 Junio 2006
0 COLIMA: 0.935 km NE El Terrero, Mpio.
43104 Sorex saussurei PIE,T | (Gestante) I’}A(;g?ggazng '2\:/3V27 m 19°27°14.4°" N, 20 Junio 2005
. 3 COLIMA: 0.931 km NE EI Terrero, Mpio. -
43105 | Sorexsaussurel | PIE,T | (ist. 6x4) | Minatitlan. 2314 m 19°27°14.4" N, 20 Junio 2005




103°56°25" W

COLIMA: 0.931 km NE EI Terrero, Mpio.

43106 Sorex saussurei PIE, T (tst.g7x4) |1\/lolgaélgazn52\?v14 m 19°27°14.4"" N, 22 Junio 2005
a COLIMA: 0.925 km NE EI Terrero, Mpio.

43111 Sorex saussurei | PIE,T | (st 7x4.5) qﬂagﬁgga%%?vm m 19°27°15"" N, 22 Junio 2005
0 COLIMA: 0.92 km NE EI Terrero, Mpio.

43112 Sorex saussurei PIE,T | (Lactante) |1\/lolgaélgazr18 123%/(\)/ m 19°27°13.4" N, 19 Junio 2005
0 COLIMA: 0.8 km WNW EI Terrero, Mpio.

43120 Sorex saussurei PIE, T (Gestante) Minatitlan. 2135 m 19°2628.7"" N, 20 Junio 2005

103°57°32"" W




APENDICE 2.

Preparacion de geles de agarosa para visualizar ADN (SanbrooK y Rusell 2001,
con modificaciones).

Pesar la agarosa de acuerdo a la concentracion deseada (1% para extraccion
de ADN; 1.5 %y 2% para PCR)

Agregar buffer TBE 6 TAE 1X

Calentar en horno de microondas hasta que la agarosa se disuelva
completamente (aproximadamente 1 min)

Agregar 1 gota de bromuro de etidio para una concentracién final de 10 ug/mli
Verter la mezcla en el molde del gel y acomodar el peine
Dejar solidificar el gel de 20 a 25 minutos

Colocar el gel en la camara de electroforesis y llenarla con buffer TAE 6 TBE
1X

Colocar las muestras mezcladas con buffer de carga en cada pozo
Conectar los cables a la camara de electroforesis y a la fuente de poder
Ajustar el voltaje

Correr de 1 a 2 horas

Cantidad de reactivos para preparar geles de agarosa

Agarosa al1 %

Agarosa (g) Buffer (ml)

35 ml 0.35 35

Agarosa al 1.5 %

35 ml 0.53 35

40 ml 0.60 40

Agarosa 2 %

35 ml 70 35

40 ml 80 40
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Preparacion de buffers y soluciones stock

EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), 0.5 M (pH 8)
Disolver 18. 1g de Na,EDTA-2H,0 en 100 ml de agua
Ajustar a pH 8.0 con 10 N NaOH

NaOH 10 N
Disolver 8 g de NaOH en 20 ml de agua

TBE (Tris-borato-EDTA)
Solucién stock 10X, 1 litro:

108 g de Tris base (890 mM)
55 g de acido bérico (890 mM)
40 ml 0.5 M de EDTA, pH 8.0
Aforar con agua a 1000 ml
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