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COMPARACION MOLECULAR DE DOS ESPECIES DE TLACUACHE: Didelphis virginiana Y D.
marsupialis (MAMMALIA: DIDELPHIMORPHIA).

JESICA ARCANGELI ALVAREZ

Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de México. A.
P. 70-153. Coyoacan, C. P. 04510, México, D. F.

RESUMEN

Los tlacuaches del género Didelphis son mamiferos de talla mediana que se caracterizan
por tener un marsupio bien desarrollado, pelaje denso y pelo de guardia largo. En México se
distribuyen simpatricamente dos especies morfolégicamente muy similares. Este hecho
ocasiona imprecisiones en la correcta identificacién de cada especie debido a que es dificil
distinguirlas a simple vista. Una alternativa confiable y reciente para identificar especies son los
marcadores moleculares, como el ADN mitocondrial. Entre las herramientas usadas para
reconocer especies se encuentran: el andlisis de la longitud de fragmentos de restriccién y la
evaluacion de hipodtesis filogenéticas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue distinguir dos
especies de tlacuache, Didelphis virginiana y D. marsupialis, utilizando diferentes marcadores
moleculares. El analisis de fragmentos de restriccion implicé la amplificacién del gen citocromo
b y su digestion con dos enzimas, Haelll y Taql. El analisis filogenético se hizo utilizando
secuencias de los genes citocromo b y citocromo oxidasa ¢ subunidad | generadas en este
estudio, bajo diferentes criterios: maxima parsimonia, maxima verosimilitud y distancias. El
analisis de fragmentos de restriccidon con las dos enzimas produjo patrones de digestidon
diferentes para cada especie. Asimismo, el analisis filogenético de las secuencias agrupa las
muestras de D. virginiana y D. marsupialis en clados diferentes. Las distancias genéticas entre
estas especies de tlacuache variaron del 10.3 a 11. 8 % con citocromo by de 7.8 a 9.3 % con
citocromo oxidasa ¢ subunidad I. Por lo tanto, se puedo identificar exitosamente estas dos

especies de tlacuache utilizando marcadores moleculares.

Palabras clave: analisis filogenéticos, Didelphis, enzima de restriccion, identificacion de especies,

tlacuache.



MOLECULAR COMPARISON BETWEEN TWO SPECIES OF OPOSSUM: Didelphis virginiana and D.
marsupialis (MAMMALIA DIDELPHIMORPHIA)

JESICA ARCANGELI ALVAREZ

Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de México. A.
P. 70-53. Coyoacan, C. P. 04510, México, D. F.

ABSTRACT

Opossums of the genus Didelphis are medium-sized mammals characterized by a well
developed pouch, dense underfur and a long guard hair. There are two morphologically similar
species in México. This situation complicates their identification at the specific level because it is
so difficult to discriminate between both species using morphology. A safe and recent
alternative for species identification is the use of molecular markers such as mitochondrial DNA.
Some common approaches for species delimitation are: the analysis of Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) and the assessment of phylogenetic hypothesis. The objective of
this study then was to distinguish two opossum species, Didelphis virginiana and D. marsupialis
using molecular markers. RFLPs utilized cytochrome b PCR products and two restriction
enzymes, Haelll y Tagl. Phylogenetic analyses were performed using sequences of two
mitochondrial genes, cytochrome b and cytochrome oxidase ¢ subunit | generated in this study.
DNA sequence analyses included maximum parsimony, maximum likelihood and distance
criteria. Both Haelll and Tagl produced different digestion patterns in both species. Likewise,
phylogenetic analyses separated samples from D. virginiana and D. marsupialis in two clades.
Genetic distances between both species varied from 10.3 to 11.8 % for cytochrome b and from
7.8 to 9.3 % for cytochrome oxidase c¢ subunit I. Therefore, we could discriminate among D.

virginiana and D. marsupialis using molecular markers.

Key words: phylogenetic analyses, Didelphis, restriction enzymes, species identification,

opossum



INTRODUCCION

Los marsupiales (Infraclase Metatheria) son mamiferos que se caracterizan por tener un
desarrollo intrauterino muy corto que es completado en el exterior de la madre (Vaughan et al.,
2000). Tradicionalmente los marsupiales se han divido en dos grupos, los australianos
(Australidelphia) con cinco érdenes Microbiotheria, Notoryctemorphia, Peramelemorphia,
Dasyuromorpha y Diprodontia; y los americanos (Ameridelphia) con dos 6rdenes

Didelphimorphia y Paucituberculata (Springer et al., 1994).

Los marsupiales americanos son un componente importante en la fauna neotropical,
ocupan el tercer lugar en riqueza de especies en el Nuevo Mundo después de los roedores y los
quirépteros (Catzeflis et al.,, 1997). La familia Didelphidae, unica representante del Orden
Didelphimorphia, agrupa a la mayor parte de los marsupiales del nuevo mundo (Villa y
Cervantes, 2003), incluye 80 especies arregladas en 17 géneros y 2 subfamilias (Voss y Jansa,
2003). Este Orden es, de los conocidos, el mas antiguo de la Infraclase Metatheria apareciendo
en el registro fdsil del Cretacico tardio. Sus integrantes son los marsupiales mas primitivos y
generalistas por lo que se consideran la base de la radiacién de los marsupiales actuales (Patton

et al., 1996).

Estos marsupiales se caracterizan por tener un hocico largo y puntiagudo. Sus cuatro patas
presentan 5 dedos y el pulgar de las patas traseras es oponible y carece de uiia (Villa y
Cervantes, 2003). Su cola y las orejas estan desnudas excepto en la base. La mayoria tienen cola
prensil que utilizan para asirse cuando trepan o se alimentan en los arboles (Macdonald, 1991).
El marsupio puede tener diferentes grados de desarrollo, puede estar completamente ausente,
aparecer como pliegues en la piel de la region ventral 6 encontrarse bien desarrollado (Vaughan

et al., 2000).

Geograficamente el Orden Didelphimorphia se distribuye desde el sureste de Canada hasta
la Patagonia (Macdonald, 1991). Estos marsupiales se pueden encontrar en casi todos los

habitats desde el desierto hasta el bosque tropical y a elevaciones que van desde el nivel del mar



hasta mds de 3 400 m (Eisenberg, 1989; Feldhamer et al., 2007). Son mamiferos nocturnos y
solitarios y la mayoria son de habitos escasoriales y omnivoros (Vaughan et al., 2000). Entre los
marsupiales de este Orden que destacan por sus caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas vy

evolutivas se encuentran los tlacuaches o zariglieyas del género Didelphis.

Género Didelphis

Los tlacuaches del género Didelphis son mamiferos de talla mediana que se caracterizan
por tener un marsupio bien desarrollado en las hembras, cola larga, bicolor, desnuda y prensil,
pelaje denso, pelo de guardia largo y de color blanco y un ndmero cromosémico 2n = 22
(Gardner, 1973; Patton et al., 1996; Fig. 1). Su fésil mas antiguo, Paradidelphis (=Hyperdidelphis)
tiene una edad estimada de 6 millones de afios (Simpson, 1974) y se conoce de depdsitos del

Pleistoceno de América del Sur (McManus, 1974).

Figura 1. Tlacuache de la especie Didelphis virginiana en el Campus de Ciudad Universitaria,
UNAM, Ciudad de México (fotografia: J. Arcangeli).

La distribucidén actual del género se extiende desde el sureste de Canada hasta el centro de

Argentina a elevaciones que van desde el nivel del mar, tanto en la costa del Atlantico como en



la de Pacifico, hasta mas de 3 000 metros en las montanas de México y América del Sur (Ventura
et al., 2002; Fig. 2). Estos tlacuaches se pueden encontrar en una gran variedad de habitats:
matorral xerdfilo, bosque tropical perennifolio y caducifolio, bosque de coniferas, bosque de
pino-encino y selva (Cerqueira y Lemos, 2000). Son mamiferos muy timidos que cuando se

sienten en peligro fingen estar muertos (tanatosis) para poder escapar (Villa y Cervantes, 2003).

Figura 2. Distribucion geografica del género Didelphis (modificada de McManus, 1974;
Cerqueira, 1985; Patton y Costa, 2003).

Actualmente se reconocen seis especies nominales: D. albiventris que se distribuye desde
Venezuela y Guyana hasta el norte de Argentina; D. aurita que se encuentra en Brasil, Paraguay
y Argentina; D. imperfecta que ocurre en Venezuela, sureste de Surinam, Guyana Francesa y el
norte de Brasil; D. pernigra que se ubica en los Andes de Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru y
Bolivia; D. marsupialis que ocurre desde México a Peru, Bolivia y Brasil; y D. virginiana que se
extiende desde el sureste de Canada hasta el norte de Costa Rica (Ventura et al., 2002; Gardner,

2005).



Distribucion geografica de D. virginiana y D. marsupialis en México

En México se distribuyen dos especies morfolégicamente muy similares (Gardner, 1973).
Didelphis virginiana se encuentra en casi todo el pais excepto en la peninsula de Baja Californiay
la meseta central. Didelphis marsupialis habita desde el centro de Tamaulipas, a través de la
vertiente del Golfo de México hasta el norte y este de Oaxaca, Chiapas y la peninsula de Yucatdn
(Aranda, 2000). En nuestro pais, D. marsupialis es simpdtrica en toda su distribuciéon con D.

virginiana (Fig. 3).

D. virginiana

D D. marsupialis

Figura 3. Distribucion de las especies de tlacuache D. virginiana y D. marsupialis en México
(modificada de Gardner, 1973).

La presencia de ambas especies de tlacuache en esta area ocasiona imprecisiones en la
identificacion a nivel especifico debido a que a simple vista es dificil distinguir las caracteristicas
diagndsticas de cada especie. Este problema es muy comun a lo largo de toda la distribucion del
género, se trate de especies simpaticas o alopatricas. Por ejemplo, Lavergne et al. (1997)
reportan que en Guyana es dificil distinguir entre D. maruspialis y D. albiventris en los lugares
donde su distribucién es simpatrica debido al polimorfismo que presentan los caracteres
externos usados para su identificacion. Asimismo, Cerqueira y Lemos (2000) sefialan que entre

D. aurita y D. marsupialis no se han identificado caracteres morfoldgicos externos que ayuden a



distinguirlas. Existen, algunos trabajos que en los que se ha intentado diferenciar a las especies
de este género a partir de caracteres de morfologia externa y craneal, cromosdmicos y
moleculares (Gardner, 1973; Catzeflis et al., 1997; Lavergne et al., 1997; Lemos y Cerqueira,
2002; Ventura et al., 2002). Sin embargo, no todos caracteres documentados se pueden utilizar

para distinguir a D. virginiana de D. marsupialis.

No obstante, algunos de los rasgos morfologicos que se han reportado para diferenciar
externamente a D. virginiana de D. marsupialis son: el color del pelo de los cachetes, blanco en
D. virginiana y amarillo en D. marsupialis (Aranda, 2000; Fig. 4); la distribucion del pelo de
guardia, en D. virginiana esta distribuido en todo el dorso, mientras que en D. marsupialis se
concentra sobre la linea media (Gardner, 1973); el porcentaje de color negro en la cola, 25-50 %
en D. virginiana y 20-30 % en D. marsupialis; y la longitud de la cola con respecto a la longitud
cabeza y el cuerpo, 73-93 % en D. virginiana, mientras que en D. marsupialis siempre es mayor al
100 % (Allen, 1901). Sin embargo, la identificacidn de estas especies con base en la morfologia
externa es incierta debido a la amplia variacion intraespecifica y geografica que presentan estos
caracteres (Figs. 5 y 6) y a que las diferencias se minimizan en la zona de simpatria (Emmons,

1990).

Figura 4. Coloracidn tipica de los cachetes en tlacuaches del género Didelphis: a) Hembra de la
especie D. virginiana colectada en el Parque Nacional Izta-Popo, Estado de México con cachete
de color blanco (CNMA 45119); b) Hembra de la especie D. marsupialis colectada en la Estacion
de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz con cachete de color amarillo (CNMA 45109;
fotografias: J. Arcangeli).



Figura 5. Variacion intraespecifica de la coloracion del cachete en tlacuaches del género
Didelphis: a) Macho de la especie D. virginiana colectado en Coyuca de Benitez, Guerrero con
cachete de color amarillo palido (CNMA 45117); b) Macho de la especie D. marsupialis
colectado en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz con cachete de color
amarillo palido (CNMA 45110; fotografias: J. Arcangeli).

Figura 6. Variacion intraespecifica de la distribucién del pelo de guardia en tlacuaches del
género Didelphis: a) Hembra de la especie Didelphis virginiana colectada en el Parque Nacional
Izta-Popo, Estado de México mostrando el pelo de guardia distribuido en todo el dorso (CNMA
45119); b) Macho de la especie D. virginiana colectado en Coyuca de Benitez, Guerrero
exhibiendo el pelo de guardia concentrado sobre la linea media (CNMA 45117); ¢) Macho de la
especie D. marsupialis colectado en la Estacién de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz con
el pelo de guardia sobre la linea media (CNMA 45110; fotografias: J. Arcangeli).



Por otro lado, el estudio de la morfologia craneal de ambos tlacuaches indica que existen
algunas diferencias en la morfologia de los huesos nasal, palatino y lacrimal. El caracter mas
utilizado para diferenciar estas dos especies es la forma de la extension posterior del hueso
lacrimal, una linea curva en D. virginiana y una linea recta en D. marsupialis (Fig. 7; Villa y
Cervantes, 2003). Otro caracter de relevancia taxondmica es la intercepcién de la sutura
maxilo-frontal con los huesos nasal y lacrimal, en D. virginiana esta intercepciéon de esta sutura
esta alineada con los dos huesos o es anterior al lacrimal, mientras que en D. marsupialis
siempre es anterior. Otro rasgo morfoldgico para distinguir estas especies es la anchura de los
huesos nasales, los cuales son mas angostos y terminan en un angulo agudo en D. marsupialis,
mientras que en D. virginiana terminan formando un angulo redondeado Por ultimo se puede
utilizar la anchura de la extensidn orbital del palatino que en D. virginiana es usualmente ancha

mientras que el D. marsupialis siempre es angosta (Gardner, 1973).

Figura 7. Extension posterior de hueso lacrimal (sefialada con una flecha amarilla): a) Vista
dorsal del craneo de un tlacuache de la especie D. virginiana (CNMA 45119) donde la extension
posterior del hueso lacrimal forma una linea curva; b) Vista dorsal del craneo de un tlacuache de
la especie D. marsupialis (CNMA 45109) donde se observa la extensién posterior del hueso
lacrimal como una linea recta (fotografias: J. Arcangeli).

Aunque Gardner (1973) examind los caracteres morfoldgicos de estas dos especies de
tlacuache y aporté informacion valiosa para la distinguirlas, no ha sido suficiente debido a la
gran variacion que existe en los caracteres que él uso. De hecho, Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes (2002)

después de examinar un gran numero de ejemplares afirman que no hay caracteres



morfoldgicos que las distingan. Por otro lado, es muy importante distinguir estas dos especies
de tlacuache debido a que al ser muy parecidas morfolégicamente pueden ocupar nichos
ecolégicos muy similares en la zona de simpatria (Gardner, 1973). Ademas estas especies son
consideradas en México como los reservorios silvestres mas importantes del protozoario
Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas (Colchero et al., 2005; Zarza y
Medellin, 2005), la cual es considerada un problema de salud publica en nuestro pais ya que
afecta a un gran numero de personas (CHAGMEX, 2010). Por lo tanto, se necesitan métodos
gue ayuden a los especialistas a identificar de manera rapida y sencilla las dos especies de

tlacuache.

Marcadores moleculares

Una alternativa confiable y moderna para distinguir especies es el uso de los marcadores
moleculares. Entre ellos se encuentra el ADN mitocondrial que es ampliamente utilizado para
resolver inconsistencias taxondmicas debido a que tiene altas tasas de mutacién lo que permite
revelar con mayor resolucion las diferencias evolutivas entre especies cercanamente
relacionadas (Ortega, 2006). Entre las herramientas que utilizan el ADN mitocondrial para
identificar especies, se encuentran: el analisis de la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP,
siglas en inglés; St-Pierre et al., 2006) y la evaluacidn de patrones filogenéticos (Arellano et al.,

2006).

Los RFLPs utilizan el producto amplificado por medio de la Reaccidon en Cadena de Ila
Polimerasa (PCR, por siglas en inglés) para identificar con una 6 mas enzimas de restriccion
secuencias de ADN especificas que estan presentes en una especie y no en la otra, produciendo
fragmentos de diferente tamafo con lo que se puede distinguir facilmente entre especies
(Renteria, 2006). De tal manera que al digerir con enzimas de restriccion el producto de un PCR,
éstas cortan el ADN en lugares diferentes en cada especie. Asi, los fragmentos obtenidos de la
digestion son de diferente tamafio, lo que demuestra que son especies diferentes.

Desafortunadamente, no existen trabajos que muestren la aplicacion de esta técnica para
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identificar marsupiales. Sin embargo, si hay estudios donde se han podido distinguir especies
en otros grupos de mamiferos como: canidos (Krausman et al., 2006), felinos (Mills et al., 2000),
mustélidos (Riddle et al., 2002), murciélagos (Machado et al., 2005), conejos (Litvaitis y Litvaitis,
1996), roedores (Kuehn et al., 2000; Fagundes y Nogueira, 2007) e invertebrados (Espafia et al.,
2008).

Asimismo, la identificacion de especies con arboles filogenéticos se basa en la formulacion
de hipodtesis de ancestria-descendencia hechas a partir de un conjunto de secuencias de
nucledtidos (Arellano et al., 2006). Estos arboles definen los limites entre especies, en base a
dos criterios: la definicion de grupos monofiléticos (un ancestro y todos sus descendientes) 6 el
grado de aislamiento genético (Knowles y Cartens, 2007). Uno de los genes mitocontriales mas
utilizados con este fin en estudios de mamiferos es el citocromo b (Bladley y Baker, 2001). Este
gen ha sido de gran utilidad en estudios filogeograficos realizados en marsupiales de la familia
Didelphidae (Meynard et al., 2007); ha ayudado a establecer los limites entre las especies del
género Philander (Patton y da Silva, 1997; Nunes et al., 2006) y a identificar especies cripticas en
el género Monodelphis (Solari, 2007; Lim et al., 2009). Por otro lado, trabajos recientes sugieren
qgue una region de 648 pares de bases (pb) cerca del extremo 5" del gen citocromo oxidasa ¢
subunidad | (COI) puede servir como un cddigo de barras de ADN para la identificacién de las
especies animales (Hebert et al., 2004a). Desafortunadamente no hay datos en la literatura que
muestren la aplicacion de este marcador molecular para reconocer especies de tlacuache. Sin
embargo, algunos trabajos hechos en murciélagos y roedores han mostrado que el gen CO/
puede distinguir especies con alta precisién e inferir sus relaciones filogenéticas (Savolainen et

al., 2005; Clare et al., 2007; Borisenko et al., 2008).

Inferencias filogenéticas del género Didelphis

Gardner (1973) al analizar los cromosomas y la anatomia de Didelphis virginiana, D.
marsupialis y D. albiventris propuso que D. virginiana y D. marsupialis eran especies hermanasy
colocd a D. albiventris como la mas lejana. Sin embargo, estudios moleculares basados en

secuencias de genes mitocondriales (Patton et al., 1996) y nucleares (Voss y Jansa, 2003) han
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demostrado que dentro del género monofilético Didelphis, D. virginiana es el grupo hermano
del clado conformado por D. albiventris y D. marsupialis, lo que implica que D. virginiana se
origind antes de la divergencia de estas dos especies (Fig. 8; Kirsch et al., 1993; Patton y Costa,
2003). Por lo tanto, en un arbol filogénetico D. virginiana y D. marsupialis no deben aparecer
juntas (Jansa y Voss, 2000), lo que sugiere que las distancias genéticas entre éstas no seran

pequenas.

Figura 8. Filogenia de la familia Didelphidae utilizando un fragmento de 1158 pare de bases (pb)
del gen nuclear Interfotoreceptor retinoide (/IRBP; modificado de Voss y Jansa, 2003). En el
recuadro rojo se muestra la ubicacidén del género Didelphis.
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HIPOTESIS

De acuerdo con lo anterior, se propone que a partir del producto amplificado de un PCR y
con enzimas de restriccidon se pueden encontrar diferencias en la secuencia de ADN de las
especies de tlacuache del género Didelphis manifestadas como un patron de restriccion para
cada especie. Asimismo, el andlisis de las secuencias de dos genes mitocondriales, citocromo b
y citocromo oxidasa ¢ subunidad |, bajo diferentes criterios producira dos clados uno para D.

virginiana y otro para D. marsupialis. Por lo tanto los objetivos del presente trabajo son:

OBIJETIVOS

Objetivo general

Distinguir dos especies de tlacuache, Didelphis virginiana y D. marsupialis, utilizando

marcadores moleculares.

Objetivos particulares

@ Distinguir dos especies de tlacuache a partir de las diferencias en sus secuencias de

nucledtidos utilizando enzimas de restriccion.

@ Generar hipdtesis filogenéticas a partir de las secuencias de nucleétidos de los genes
mitocondriales citocromo b y citocromo oxidasa ¢ subunidad | con el fin de determinar si

las dos especies constituyen linajes distintos.
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MATERIALES Y METODOS

Acopio de Muestras

Se colectaron ejemplares de las especies de tlacuache Didelphis virginiana, D. marsupialis
y Philander oposum bajo el amparo del permiso de colector cientifico FAUT-0002 expedido por
la Direccion General de Vida Silvestre, SEMARNAT, a Fernando A. Cervantes. Los ejemplares se
colectaron en trampas tipo Tomahawk (Fig. 9), en el Distrito Federal y en los estados Guerrero,

México, Sinaloa y Veracruz.

Figura 9. Tlacuaches colectados en trampas tipo Tomahawk. a) Hembra de la especie Didelphis
virginiana colectada en el Parque Nacional Izta-Popo, Estado de México (CNMA 45119); b)
Macho de la especie D. marsupialis colectado en la Estacidén de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”,
Veracruz (CNMA 45110; fotografia: J. Arcangeli).

Todos los individuos colectados fueron preparados como ejemplares de museo,
preservando piel y esqueleto, tomando las medidas convencionales: longitud total, longitud de
la cola, longitud de la pata y longitud de la oreja. Asimismo, se tomaron muestras de tejido
(higado, corazdn, rifién y musculo), los cuales fueron almacenados en un ultracongelador a -75
°C. Todo el material colectado fue depositado en la Coleccion Nacional de Mamiferos (CNMA)
del Instituto de Biologia, UNAM (Apéndice I). Adicionalmente, se pidieron en calidad de

préstamo permanente tejidos congelados a la CNMA, el Colegio de la Frontera Sur Unidad San
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Cristdbal de las Casas en Chiapas, la Universidad Autonoma de Yucatan en Mérida y Angelo

State University en Texas, E. U. A. (Apéndice ).

Identificacion de especies

Los ejemplares colectados fueron identificados hasta el nivel de especie utilizando los
trabajos de Gardner (1973), Hall (1981) y Villa y Cervantes (2003) como guia, ocupando los ocho
caracteres de morfologia externa y craneal que se ha reportado en la literatura pueden ayudar a

distinguir a Didelphis virginiana de D. marsupialis (Cuadro 1; Apéndice lll).

Cuadro 1. Caracteres de morfologia externa y craneal utilizados en la identificacion de las

especies del género Didelphis presentes en México (Allen, 1901; Davis, 1944; Gardner, 1973).

Caracter

Didelphis virginiana

Didelphis marsupialis

Coloracion del cachete

Blanco

Amarillo pélido a
naranja

Distribucion del pelo de guardia

El pelo se encuentra
repartido en todo el dorso

El pelo se concentra
sobre la linea media

Longitud de la cola con respecto

a la longitud de la cabeza y el 73-93 % 103 %
cuerpo
Porcentaje de color negro en la

: 8 25-50 % 20-30 %

cola

Posicion de la sutura maxilo-
frontal con respecto a los
huesos nasal y lacrimal

Alineada con los dos huesos
0 anterior al hueso lacrimal

Anterior al hueso
lacrimal

Forma de los huesos nasales

Anchos y terminan
formando un angulo
redondeado

Delgados y terminan
formando un angulo
agudo

Forma de la extensién posterior
del hueso lacrimal

Semejante a una linea curva

Semejante a una linea
recta

Extension dorsal del palatino

Gruesa

Delgada
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Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de muestras de higado congelado con un kit comercial (DNeasy
Blood and Tissue Kit, Qiagen Cat™® No. 69504), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
integridad del ADN extraido se evalué por medio de electroforesis en geles del agarosa al 1 %
(Sanbrook y Rusell, 2001; Apéndice IV). El ADN se visualizd con bromuro de etidio en un
transiluminador de rayos ultra violeta. Posteriormente se tomd una fotografia del gel con una

camara digital (Fig. 10). Las concentraciones del ADN se midieron por espectrofotometria.

1500 —
1000 —

500 —
400 —

300 —
200 —

100 —

Figura 10. Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio que muestra el ADN extraido de
5 muestras de la especie Didelphis marsupialis. M = Marcador de ADN de referencia de tamano
en incrementos de 100 pb.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Por medio de PCR, se amplificaron el gen citocromo b (Cit b) completo (1149 pb) y un
fragmento de 750 pb del gen citocromo oxidasa c subunidad | (COI) utilizando iniciadores
especificos (Cuadro 2). En algunas muestras el ADN estaba muy degradado y no se pudo
obtener el gen Cit b completo, por lo que se amplificé en tres fragmentos de 450 pb. Las
concentraciones finales de los reactivos en un volumen de reaccién de 25 ul fueron: Buffer 1 X,

MgCl; 2.5 mM, Taq Polimerasa 1 unidad, dNTPs 200 uM, primer F 0.4 uM, primer R 0.4 ul y ADN
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100 ng. El programa del termociclador se ajusto de acuerdo a las caracteristicas de los
iniciadores especificos (Cuadros 3 al 5). Los productos del PCR fueron visualizados en geles de

agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 11).

Cuadro 2. Iniciadores especificos utilizados en la amplificacion de los genes citocromo b y
citocromo oxidasa ¢ subunidad | en los tlacuaches Didelphis virginiana, D. marsupialis y

Philander opossum.

Gen Secuencia de nucledtidos Referencia

MVZ-05  5°-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3’

MVZ-14  5-GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC-3’ Patton et al., 1996
Citp |MVZ-04  5-GCAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3' Smith y Patton,
MVZ-45  5-GTHATAGCHACAGCATTYATAGG-3' 1993;Smith y Patton,

MVZ-16  5-TAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT-3’ 1999

MVZ-17  5-ACCTCCTAGGAGAYCCAGAHAAYT-3’

LepF1_t1 5 -TGTAAAACGACGGCCAGTATTCAACCAATC
col ATTCATAAAGATATGG-3 Ivanova et al., 2007
LepR1_t1 5 -AGGAAACAGCTATGACTAGACTTCGGATGT

CCAAAAAATCA-3”

Cuadro 3. Programa del termociclador para la amplificacién del gen citocromo b (1149 pb) en
los tlacuaches Didelphis virginiana, D. marsupialis y Philander opossum por medio de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (modificado de Patton et al., 1996).

Evento Temperatura (°C) | Tiempo (s) | No. de ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 180 1
Desnaturalizacion 94 60
Alineacion 47 45 27
Extension 72 60
Extension final 72 300 1
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Cuadro 4. Programa del termociclador para la amplificacion de un fragmento de 450 pb del gen
citocromo b en Didelphis virginiana, D. marsupialis y Philander opossum por medio de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (modificado de Smith y Patton, 1993; Smith y Patton,

1999).

Evento Temperatura (° C) | Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1
Alineacion 50 1 30
Extension 72 1
Extension Final 73 5 1

Cuadro 5. Programa del termociclador para la amplificacion de un fragmento de 750 pb del gen
citocromo oxidasa ¢ subunidad | en tres especies de tlacuache (Didelphis virginiana, D.
marsupialis y Philander opossum) por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

(modificado de Ivanova et al., 2007).

Evento Temperatura (° C) Tiempo (s) | No. de ciclos
Desnaturalizacidn Inicial 94 180 1
Desnaturalizacion 94 30
Alineacion 50 40 5
Extension 72 60
Desnaturalizacion 94 30
Alineacion 55-65 40 30
Extension 72 60
Extension final 72 300 1
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Figura 11. Geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro de etidio que muestran la
amplificacién de los genes: a) citocromo b (1149 pb); b) citocromo oxidasa ¢ subunidad | (750
pb). Didelphis virginiana (carril 1), D. marsupialis (carril 2) y Philander opossum (carril 3). M =
Marcador de ADN de referencia de tamafo en incrementos de 50 y 100 pb; pb = pares de bases.

Purificacion y Secuenciacion

La purificacion del ADN se realizd con los kits comerciales (QIAquick PCR Purification Kit
(50) Qiagen Cat™® No. 28104 y QIAEX Il Gel Extraction Kit (150) Qiagen Cat™?® No. 20021). El
ADN se secuencié en ambas direcciones empleando el juego de iniciadores especificos utilizados
para la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa. Por ultimo, las muestras fueron enviadas al
secuenciador automatico del Posgrado en Ciencias Bioldgicas en el Instituto de Biologia, UNAM
en el Distrito Federal y a la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM en
Cuernavaca, Morelos. Las secuencias de ADN se editaron y alinearon manualmente con el

software BioEdit Sequence Alignment Editor Versidén 7.0.9. (Hall, 1999).

Analisis Filogenético

La estimacidon filogenética incluyd distintos criterios de andlisis: maxima parsimonia,
maxima verosimilitud y distancias. Los arboles fueron enraizados siguiendo el criterio de grupo

externo utilizando secuencias generadas en este estudio para Philander opossum representante
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del género hermano de Didelphis (Fig. 12; Patton et al., 1996) y secuencias de Genbank
(Apéndice V) de Metachirus nudicaudatus, Cit b (U34671) y COIl (EU095435). Asimismo, se
integraron al analisis las secuencias disponibles para las especies del género Didelphis, Cit b:
Didelphis virginiana (Z29573), D. marsupialis (U34665) y D. albiventris (U34667); COI: Didelphis
virginiana (EU095425), D. marsupialis (EU095424) y D. albiventris (EU095421).

Figura 12. Tlacuache cuatro ojos (Philander opossum) colectado en la Estaciéon de Biologia
Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz (fotografia: J. Arcangeli).

Andlisis de Mdxima Parsimonia (MP). El arbol mas parsimonioso se obtuvo por medio de
una busqueda heuristica utilizando el software PAUP* 4.0d10 (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony and Other Methods; Swofford, 2002). Todos los caracteres fueron analizados como
no ordenados, con igual peso y con cuatro posibles estados de caracter (A, C, G, T), excluyendo
los caracteres filogenéticamente no informativos. La busqueda consistio en 1 000 adiciones
aleatorias de secuencias con permutacién global de ramas (TBR, por sus siglas en inglés). El
soporte de los nodos de los arboles se obtuvo por medio de los valores de bootstrap

(Felsenstein, 1985) con 1 000 replicas de 100 adiciones aleatorias.
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Andlisis de Mdxima Verosimilitud (MV). Se realizé una busqueda heuristica utilizando el
software PAUP* 4.0d10 y el modelo de evolucion de evolucion molecular que mejor se ajusto a
las secuencias de nucledtidos. Este modelo se eligio por medio del software Modeltest 3.7
(Posada y Crandall, 1998). Tanto para el gen Cit b como para el CO/ el modelo TrN + G resultd
ser el mds adecuado. La busqueda consistié en 100 adiciones aleatorias de secuencias con
permutacion global de ramas. El soporte de los nodos de los arboles se obtuvo por medio de

valores de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 100 replicas de 100 adiciones aleatorias.

Andlisis de distancias Las distancias genéticas se evaluaron aplicando el modelo de
sustitucion de nucledtidos 2 parametros de Kimura (K2P; Kimura, 1980) utilizando el software
MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis;Tamura et al., 2007). Se generd una matriz
de distancia a partir de la cual se construyd un arbol utilizando el algoritmo del vecino mas
cercano (Neighbor-joining; NJ). El soporte de los nodos de los arboles se obtuvo por medio de

los valores de bootstrap (1 000 replicas; Felsenstein, 1985).

Anadlisis del Polimorfismo de la Longitud Fragmentos de Restriccion (RFLPs)

Las amplificaciones del gen Cit b (1149 pb) se digirieron con dos enzimas de restriccion
Haelll (Mills et al., 2000) y Taql (Paxinos et al., 1997). La digestidén para cada enzima se realizd
por separado en un volumen de 20 ul de reaccidon con los siguientes reactivos: 8 pl producto de
PCR, 2 pl del buffer de la enzima de restriccion, 0.2 pl de enzima y 9.8 pl de H,0. Para digestion
la reaccién se incubd en bafio Maria a 37 °C por una hora para la enzima Haelll y a 65 °C para la
enzima Taqg /. Lainactivacion de las dos enzimas se hizo a 80 °C por 20 minutos. El producto de
la digestion fue observado por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro
de etidio. Para confirmar que los patrones de restriccion obtenidos en este analisis fueran los
correctos, se compararon con los predichos por el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003).
Para efectuar esto, a partir de los productos de PCR ademas se generaron secuencias que
fueron cortadas virtualmente en el software y cuyos fragmentos resultantes fueron comparados

con los obtenidos en los RFLPs.
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RESULTADOS
Colecta y acopio de muestras

Para este estudio se colectaron un total de 17 ejemplares del género Didelphis en el
Distrito Federal y en los estados Guerrero, México, Sinaloa y Veracruz. Asimismo, se obtuvieron
2 muestras de oreja en el Distrito Federal y 1 en Nuevo Ledn (Apéndice ). Asimismo, se
obtuvieron en préstamo permanente tejidos congelados del Distrito Federal y de los estados de
Campeche, Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Yucatdan en México y Oregon en E.
U. A. (Apéndice Il). Finalmente, se obtuvieron 41 muestras de 22 localidades, de las cuales 9 se

encuentran distribuidas dentro del area de simpatria y 12 fuera de ésta (Fig. 13).

Figura 13. Localidades de colecta para muestras y ejemplares de las especies de tlacuaches
Didelphis virginiana y D. marsupialis (*).

Las localidades que se encuentran dentro del drea de simpatria son: Pefiuela, Estacion de

Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Catemaco y Tlacotalpan, Veracruz; Reserva Ecoldgica Huitepec,
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Chiapas; Ruina Acalan, Tabasco; Canderaria, Constitucién y Escdrcega, Campeche; Mérida,
Yucatan; y Cozumel, Quintana Roo. Mientras que las localidades fuera de ésta son: Oregon, E.
U. A; Escuinapa, Sinaloa; Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) y Bosque de
Tlalpan, Distrito Federal; Parque Nacional lzta-Popo, Estado de México; Yetla y Omiltemi,

Guerrero; y Cosoltepec, Mixtepec y Montecillo Santa Cruz, Oaxaca.

Seccion I. Identificacion morfoldgica

Determinacion a nivel especifico

La identificacién a nivel especifico de los ejemplares colectados en este trabajo se hizo
utilizando una combinacion de las caracteristicas externas y craneales convencionales, ya que
no se pudo identificar correctamente a todos los ejemplares utilizando esta informacion por
separado debido a que el nimero de individuos asignados a cada especie variaba de acuerdo al
caracter que se estaba utilizando (Cuadro 6; Apéndice VI). Todos los caracteres morfoldgicos
analizados presentaron una gran variacion intraespecifica y sobrelapamiento entre D. virginiana
y D. marsupialis, lo que provocd que la deteccion de las caracteristicas documentadas en Ila
literatura para cada especie fueran dificiles de distinguir. Ademas, los craneos de dos
ejemplares estaban danados, por lo tanto, éstos no se pudieron identificar usando los

caracteres craneales.

Cuadro 6. Identidad taxondmica de los ejemplares colectaos en este trabajo utilizando las

caracteristicas morfoldgicas convencionales por separado.

Caracter Didelphis virginiana | Didelphis marsupialis
1. Coloracion del cachete 10 7
2. Distribucion del pelo de guardia 6 11
3.Longitud de la cola con respecto a la 12 5
longitud cabeza y el cuerpo
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4. Porcentaje de color negro en la cola 13 4

5. Posicion de la sutura maxilo-frontal con 11 4
respecto a los huesos nasal y lacrimal

6. Forma de los huesos nasales 12 3

7. Forma de la extensidn posterior del hueso 8 7
lacrimal

8. Extension dorsal del palatino 12 3

Tras examinar cuidadosamente todos los ejemplares colectados, 13 fueron asignados a la
especie Didelphis virginiana y 4 a la especie D. marsupialis. Las localidades con registro para D.
virginiana fueron: Escuinapa, Sinaloa; Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA),
Distrito Federal; Parque Nacional Izta-Popo, Estado de México; Tlacotalpan, Veracruz; y Yetla,
Guerrero. Mientras que las localidades para D. marsupialis fueron: Estacion de Biologia Tropical

“Los Tuxtlas” y Pefiuela, Veracruz.

Caracteristicas externas y craneales de D. marsupialis

La coloracidon del cachete en los ejemplares de la especie D. marsupialis varié de amarillo
palido a naranja (Fig. 14); el pelo de guardia se concentré sobre la linea media 6 tendid a estar
repartido en todo el dorso concentrandose sobre la linea media (Fig. 15); la longitud de la cola
con respecto a la longitud de la cabeza y el cuerpo varid de 96.6 al 118.9 %; el porcentaje de la
cola de color negro varié de 22.1 a 26.5 %; la sutura maximo-frontal es anterior al hueso
lacrimal 6 estuvo alineada tanto con el hueso nasal como con el lacrimal (Fig. 16); los huesos
nasales eran: delgados y terminaban en un angulo agudo 6 anchos y terminaban en un angulo
agudo (Fig. 17); la extension posterior del hueso lacrimal tuvo la forma de una linea recta (Fig.

18); y la extension dorsal del hueso palatino vario de delgada a gruesa (Fig. 19).
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a)

Figura 14. Coloracién del cachete en Didelphis marsupialis: a) Hembra colectada en la Estacidn
de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz mostrando con el cachete en color naranja (CNMA
45109); b) Macho colectado en la misma localidad mostrando el cachete de color amarillo
palido (CNMA 45110; fotografias: J. Arcangeli).

Figura 15. Distribucién del pelo de guardia en Didelphis marsupialis: a) Hembra colectada en
Pefiuela, Veracruz mostrando el pelo de guardia concentrado sobre la linea media (CNMA
45112); b) Hembra colectada en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz con pelo
de guardia repartido en todo el dorso con una tendencia a concentrarse sobre la linea media
(CNMA 45109; fotografias: J. Arcangeli).
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a) b)

Figura 16. Posicion de la sutura maxilo-frontal en Didelphis marsupialis: a) Vista dorsal de un
craneo de tlacuache colectado en Pefiuela, Veracruz con la sutura maxilo-frontal anterior al
hueso lacrimal (sefialado con una flecha amarilla; CNMA 45112); b) Vista dorsal de un crdneo de
tlacuache colectado en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz con la sutura
maxilo-frontal alineada con los huesos nasal y lacrimal (CNMA 45110; sefialado con una flecha
amarilla; fotografias: J. Arcangeli).

Figura 17. Huesos nasales en Didelphis marsupialis: a) Vista dorsal de un craneo de tlacuache
colectado en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz, mostrando los huesos
nasales delgados y terminando en un angulo agudo (sefialado con una flecha amarilla; CNMA
45109); b) Vista dorsal de un craneo de tlacuache colectado en la misma localidad mostrando
los huesos nasales anchos y terminando en un angulo agudo (sefalado con una flecha amarilla;
CNMA 45110; fotografias: J. Arcangeli).
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a) b)

Figura 18. Forma de la extensién posterior del hueso lacrimal en Didelphis marsupialis: a) Vista
dorsal de un craneo de tlacuache colectado en Pefuela, Veracruz (CNMA 45112); b) Vista dorsal
de un craneo de tlacuache colectado en la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz;
los dos ejemplares muestran la extension posterior del hueso lacrimal en forma de una linea
recta (sefialado con una flecha amarilla; CNMA 45109; fotografias: J. Arcangeli).

Figura 19. Extension dorsal del hueso palatino en Didelphis marsupialis: a) Vista lateral de la
region orbital de un craneo de tlacuache colectado en la Estacién de Biologia Tropical “Los
Tuxtlas”, Veracruz donde se muestra la extensién dorsal del hueso palatino delgada (CNMA
45109); b) Vista lateral de la regidén orbital de un craneo de tlacuache colectado en la misma
localidad mostrando la extension dorsal del palatino gruesa (CNMA 45110; fotografias: J.
Arcangeli). P = palatino.
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Caracteristicas externas y craneales de Didelphis virginiana

La coloracién del cachete en los ejemplares de la especie D. virginiana varié de blanco a
amarillo palido (Fig. 20); el pelo de guardia se encontré distribuido en todo el dorso, sobre la
linea 6 en todo el dorso con una tendencia a estar concentrarlo sobre ésta (Fig. 21); la longitud
de la cola con respecto a la longitud de la cabeza y el cuerpo varié del 64.6 al 93.3 %; el
porcentaje de color negro en la cola varié del 23 al 58 %; la sutura maxilo-frontal estuvo
alineada con los huesos nasal y lacrimal 6 fue anterior al hueso lacrimal (Fig. 22); los huesos
nasales fueron: anchos terminando en un angulo redondeado, anchos terminando en un angulo
agudo 6 delgados terminando en un angulo agudo (Figs. 23 y 24); la forma de la extensidn
posterior del hueso lacrimal varié de una linea curva a una linea recta (Fig. 25); y la extension

dorsal del hueso palatino fue gruesa (Fig. 26).

a) b)

Figura 20. Coloracién del cachete en Didelphis virginiana: a) Hembra colectada en el Parque
Nacional Izta-Popo, Estado de México mostrando el cachete en color blanco (CNMA 45119); b)
Macho colectado en Coyuca de Benitez, Guerrero mostrando el cachete en color amarillo palido
(CNMA 45117; fotografias: J. Arcangeli).
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Figura 21. Distribucién del pelo de guardia en Didelphis virginiana: a) Hembra colectada en el
Parque Nacional Izta-Popo, Estado de México mostrando el pelo de guardia repartido en todo el
dorso (CNMA 45119); b) Macho colectado en Tlacotalpan, Veracruz con el pelo de guardia en
todo el dorso con una tendencia una concentrarse sobre la linea media (CNMA 45123); c)
Macho colectado en Coyuca de Benitez, Guerrero con el pelo de guardia sobre la linea media
(CNMA 45117, fotografias: J. Arcangeli).
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Figura 22. Posicidn de la sutura maxilo-frontal en Didelphis virginiana: a) Vista dorsal de un
craneo de tlacuache colectado en la Reserva del Pedregal de San Angel, Distrito Federal con la
sutura maxilo-frontal alineada con los huesos nasal y lacrimal (sefialado con flecha amarilla;
CNMA 45116); b) Vista dorsal otro craneo de la misma localidad con la sutura maxilo-frontal
anterior al hueso lacrimal (sefalado con flecha amarilla; CNMA 45114; fotografias: J. Arcangeli).

a) b)

Figura 23. Huesos nasales en Didelphis virginiana: a) Vista dorsal de un crdneo de tlacuache
colectado en el Parque Nacional lzta-Popo, Estado de México mostrando los huesos nasales
anchos y terminando en un angulo redondeado (sefialado con una flecha amarilla; CNMA
45119); b) Vista dorsal de un craneo de tlacuache colectado en Tlacotalpan, Veracruz mostrando
los huesos nasales anchos con el extremo posterior semiredondeado (sefialado con una flecha
amarilla; CNMA 45123; fotografias: J. Arcangeli).
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Figura 24. Variacion intraespecifica de la forma de los huesos nasales en Didelphis virginiana: a)
Vista dorsal de un craneo de tlacuache colectado en Tlacotalpan, Veracruz mostrando los
huesos nasales anchos y terminando en un angulo agudo (sefalado con una flecha amarilla;
CNMA 45125); b) Vista dorsal de un craneo de tlacuache colectado en la misma localidad
mostrando los huesos nasales delgados y terminando en un angulo agudo (sefialado con una
flecha amarilla; CNMA 45127; fotografias: J. Arcangeli).

Figura 25. Forma de la extension posterior del hueso lacrimal en Didelphis virginiana: a) Vista
dorsal de un craneo de tlacuache colectado en el Parque Nacional Izta-Popo, Estado de México,
mostrando la extensidn posterior del hueso lacrimal en forma de una linea curva (sefialado con
una flecha amarrilla; CNMA 45119); b) Vista dorsal de un craneo de tlacuache colectado en
Coyuca de Benitez, Guerrero que muestra la extensidn posterior del hueso lacrimal como una
linea recta (sefialado con una flecha amarilla; CNMA 45117; fotografias: J. Arcangeli).
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Figura 26. Extensidn dorsal del hueso palatino en Didelphis virginiana: a) Vista lateral de la
region orbital de un craneo de tlacuache colectado en el Parque Nacional Izta-Popo, Estado de
México donde se muestra la extension dorsal del hueso palatino gruesa (CNMA 45119); b) Vista
lateral de la region orbital de un craneo de tlacuache colectado en Tlacotalpan, Veracruz
mostrando la misma extension un poco mas gruesa (CNMA 45124; fotografias: J. Arcangeli). P =
palatino.

Seccion Il. Andlisis de restriccion

El analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion se hizo utilizando
un total de 44 muestras, 41 del género Didelphis que de acuerdo con criterios morfolégicos 16
correspondian a D. marsupialis y 25 a D. virginiana; y 3 del tlacuache cuatro ojos (Philander
oposum) integrante del grupo hermano del género Didelphis. El analisis consistid en la digestion
de productos de PCR de una longitud de 1149 pb del gen Cit b con dos enzimas de restriccion

(Haelll y Tagl, New England Labs).

De acuerdo con el software NEBcutter V2.0, la enzima Haelll debia reconocer la secuencia
blanco GGCC y cortarla simétricamente en las dos hebras de la cadena de ADN, entre la guanina
y citosina (GG.CC), mientras que la enzima Tag/ debia reconocer la secuencia TCGA vy cortarla
asimétricamente, en una hebra entre la timina y la citosina y en la otra entre la guanina y la
adenina (T'CG.A). Por otro lado, la enzima Haelll debia cortar la secuencia del gen Cit b dos
veces en D. virginiana y tres en D. marsupialis, mientras que la enzima Tag/ debia reconocer su

secuencia blanco una vez en cada especie pero en diferentes sitios del gen. Asimismo, la enzima
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Haelll debia cortar una vez en Philander opossum, mientras que la Tagl no debia reconocer su

secuencia blanco en el gen (Cuadro 7).

Cuadro 7. Prediccién del patrén de digestion del gen citocromo b con el software NEBcutter

V2.0 utilizando las enzimas Haelll y Taqgl en tres especies de tlacuache; pb = pares de bases.

Enzima Tamaiio del fragmento (pb)

Didelphis virginiana | Didelphis marsupialis | Philander oposum

Haelll (GG .CC) 629 (1-69) 629 (1-69) 113 (1-113)
423 (629-1052) 63 (630-692) 486 (114-629)
97 (1053-1149) 360 (693-1052) 520 (630-1149)

97 (1053-1149)

Tagl (T'CG.A) 528 (1-528) 951 (1-951) 1149 (1-1149)

621 (529-1149) 198 (952-1149)

Digestion con la enzima Haelll en Didelphis virginiana y D. marsupialis

En Didelphis virginiana, la enzima Haelll produjo un solo patrén de digestidén para todas
las muestras. Esta enzima reconocié la secuencia GG.CC en dos sitios. De modo que al cortar
en dichos sitios produjo un patrén de tres fragmentos que en el gel de agarosa se visualizd
como tres bandas de diferente tamafio: 629, 423 y 97 pb. En contraste, en D. marsupialis se
obtuvieron dos patrones, uno para las muestras de Tabasco y Campeche donde la enzima Haelll
produjo un patron de dos fragmentos (629 y 520 pb); y otro para las de Veracruz y Chiapas de
cuatro fragmentos (629, 360, 97 y 63 pb; Fig.27; Cuadro 8). En este ultimo patrén, el fragmento

mas pequefio no se observa en el gel, sin embargo, la digestion de estas secuencias con el
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software NEBcutter V2.0 confirma su existencia. Por otro lado, la muestra de Catemaco
presenta un fragmento extra de 520 pb que no forma parte del patron de digestion de D.
marsupialis segun el software. Todos los patrones de restriccion obtenidos resultado de la
digestion con la enzima Haelll fueron verificados con sus secuencias correspondientes

(Apéndice VII).

1500 —
1000 —
700 — <+— 629pb
600 —
500 — <+— 520 pb
400 — <«— 423 pb
<«— 360 pb
300 —
200 —
<+«— 97 pb
100 —
M 1 2 3 4 5 6

Figura 27. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio que muestra la digestion del
gen citocromo b con la enzima Haelll en ejemplares de Didelphis virginiana: Tlacotalpan (carril
1) y Constitucidon (carril 2) con tres bandas (628, 423 y 98 pb); y de D. marsupialis: Pefiuela
(carril 3), Huitepec (carril 4) y Catemaco (carril 6) con cuatro bandas (629, 360, 97 y 63 pb);
Constitucion (carril 5) con dos bandas (629, 520 pb). En los carriles 3, 4 y 6 el fragmento mas
pequeiio no se observa en el gel y la muestra de Catemaco presenta una banda extra de 520 pb
gue no forma parte del patrén de digestion de la especie. M = Marcador de ADN de referencia
de tamafio en incrementos de 100 pb.

En total 35 de las 41 muestras analizadas presentaron el patrén de digestidon que predijo
el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003), 29 el patrén de D. virginiana de tres fragmentos
(629, 423 y 97 pb) y 6 el de D. marsupialis con cuatro fragmentos (629, 360, 97 y 63 pb); 6
muestras de D. marsupialis presentaron un patron diferente al esperado (629 y 520 pb). Entre
las muestras que presentaron el patrén de D. virginiana se encuentran: las dos muestras de

Montecillo Santa Cruz, Oaxaca (ECO-SC-M 1847 y 1862; Apéndice Il), una muestra Constitucion,
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Campeche (ASNHC Tejido 2589) y la muestra de Mérida, Yucatan (FMVZ-UADY, sin numero) que

habian sido identificadas morfolégicamente como D. marsupialis en esas colecciones

mastozooldgicas.

Digestion con la enzima Haelll en Philander opossum

En el tlacuache cuatro ojos (Philander opossum) la enzima Haelll reconocid la secuencia

blanco dos veces. El patrdon de digestion resultante fue de tres fragmentos (530, 486 y 113 pb;

Fig. 28). Este patron coincide con el que predijo el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003).

800
700
600

500
400

300

200

100

M1 2 3

<«— 520 pb
<+— 486 pb

<«— 113 pb

Figura 28. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio que muestra la digestion del
gen citocromo b con la enzima Haelll en 3 ejemplares de la especie Philander opossum
colectados en San Andrés Tuxtla, Veracruz. M = Marcador de ADN de referencia de tamafio en

incrementos de 50 pb.
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Cuadro 8. Sitios de colecta y patrones de digestidon con la enzima Haelll de 41 muestras
del género Didelphis. Los patrones de digestion estan dados en pares de bases.

Especie Pais Estado Localidad No. Patron de
ejemplares digestion
E.U.A | Oregon 1 629, 423,97
Sinaloa Escuinapa 3
Distrito Federal | REPSA 5
Tlalpan 1
Est,a<_:Io de Izta-Popo !
Meéxico
Omiltemi 1
Guerrero
Didelphis Yetla 1
virginiana México Mixtepec )
Cosoltepec 1 629, 423, 97
Oaxaca
Montecillo Santa 2
Cruz
Nuevo Ledn Monterrey 1
Campeche Constitucion 3
Yucatan Mérida 1
Quintana Roo Cozumel 1
Veracruz Tlacotalpan 5
Chiapas Huitepec 1
Tuxtlas 3
~ 629, 360, 97, 63
Veracruz Pefnuela 1
Catemaco 1
Didelphis
marsupia[is México Tabasco Ruinas Acalan 1
Candelaria 2
Campeche Escarcega 2 629,520
Constitucion 1
Total 41
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Digestion con la enzima Tagql en Didelphis virginiana y D. marsupialis

En Didelphis virginiana, la enzima Tagl produjo dos patrones diferentes, uno para la
muestra de Oregon, E. U. A. donde la enzima no reconocié la secuencia TCG.A, por lo
tanto el gen Cit b no es cortado y aparece completo (1149 pb); y otro para todas las
muestras de México donde la enzima reconocié la secuencia blanco una vez produciendo
dos fragmentos (621 y 528 pb); mientras que en D. marsupialis esta enzima produjo un
solo patron en todas las muestras; el patréon de digestion fue de dos fragmentos (951 vy
198 pb; Fig. 29; Cuadro 9). Todos los patrones de restriccion obtenidos resultado de la
digestion con la enzima Tagl/ fueron verificados con sus secuencias correspondientes

(Apéndice VII).

1500 _

<« 1149pb
1000 — <«— 951pb
800 —
76(())(()) - <« 621pb
500 _ <«— 528pb
400 —
300 —

<«— 198 pb
200 —
100 —

M 1 2 3 4 5 6

Figura 29. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio que muestra la digestion
del gen citocromo b con la enzima Tagl en ejemplares de Didelphis virginiana: Oregon
(carril 1) gen completo sin digerir, Tlacotalpan (carril 4), REPSA (carril 5) y Constitucion
(carril 6) con dos fragmentos (621 y 528 pb); y de D. marsupialis: Pefiuela (carril 2) y
Escarcega (carril 3) con dos fragmentos (951 y 198 pb). M = Marcador de ADN de
referencia de tamafio en incrementos de 100 pb.
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En total, 40 de las 41 muestra analizadas presentaron el patréon de digestién
enzimatico predicho por el software NEBcutter (Vincze et al., 2003), 28 el patréon de D.
virginiana de dos fragmentos (621 y 528 pb), incluyendo las muestras de Montecillo Santa
Cruz, Oaxaca; Constitucion, Campeche; y Meérida, Yucatdn (muestras en préstamo
permanente de otras colecciones mastozoolégicas). El resto de las muestras (12)
presentaron el patron esperado para D. marsupialis con dos fragmentos (951 y 198 pb).
Sélo la muestra de Oregdn presentd un patrén diferente al esperado con el gen completo

(1149 pb).

Digestion con la enzima Tagq! en Philander opossum

En el tlacuaches cuatro ojos (Philander opossum) la enzima Tagl no reconocid la
secuencia blanco, por lo que el gen Cit b aparece completo (1149 pb; Fig. 30). Esto

coincide con lo predicho por el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003).

1500 —
<«— 1149pb
1000 —

800
700 —

600 —
500 —

400 —

300 —

200 —

100 — M 1 2 3

Figura 30. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio que muestra la digestion
del gen citocromo b con la enzima Tagl en 3 ejemplares de la especie Philander opossum
colectados en San Andrés Tuxtla, Veracruz. M = Marcador de ADN de referencia de
tamafio en incrementos de 100 pb.
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Cuadro 9. Sitios de colecta y patrones de digestidn con la enzima Tag/ de 41 muestras del

género Didelphis. Los patrones de digestion estan dados en pares de bases.

Especie Pais Estado Localidad No. Patron de
Ejemplares | digestion
E.U.A | Oregon 1 1149
Sinaloa Escuinapa 3
Distrito REPSA 5
Federal Tlalpan 1
Estlaglo de Izta-Popo 1
Meéxico
Omiltemi 1
Guerrero
Yetla 1
Didelphis Mixtepec 2
virginiana | s axico Cosoltepec 1 621,528
Oaxaca
Montecillo Santa 2
Cruz
Nuevo Ledn Monterrey 1
Campeche Constitucion 3
Yucatan Mérida 1
Quintana Roo | Cozumel 1
Veracruz Tlacotalpan 5
Chiapas Huitepec 1
Tuxtlas 3
Veracruz Pefiuela 1
Catemaco 1
Didelphis México 951 198
marsupialis Tabasco Ruinas Acalan 1 ’
Candelaria 2
Campeche Escércega 2
Constitucion 1
Total 41
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Seccion lll. Analisis Filogenético

Citocromo b (Cit b)

El gen Cit b fue secuenciado para 44 muestras, 41 del género Didelphis
(tentativamente 25 pertenecian a la especie Didelphis virginiana y 16 a la especie D.
marsupialis) y 3 del género Philander. El andlisis filogenético incluyé un total de 48
secuencias, 44 generadas en este estudio y 4 tomadas de la base de datos Genbank

(Apéndice V).

Se identificaron seis haplotipos para D. virginiana, cinco para D. marsupialis y 2 para
P. opossum. Ningun haplotipo se encontré repetido en mas de una especie. El primer
haplotipo para D. virginiana se registro para Oregon y California, E. U. A., mientras que los
otros cinco se encontraron en localidades de México: el primero en Escuinapa, Sinaloa; el
segundo en Tlacotalpan, Veracruz; el tercero se encuentra en: Izta-Popo, Estado de
México, REPSA y Pedregal de Tlalpan, Distrito Federal, Yetla y Omiltemi, Guerrero y
Cosoltepec, Montecillo Santa Cruz y Mixtepec, Oaxaca; el cuarto en Mérida, Yucatan y
Cozumel, Quintana Roo; el quinto en Constitucién, Campeche; y el sexto en Monterrey,
Nuevo Ledn. Por otro lado, un haplotipo de D. marsupialis se encuentra en Acre, Brasil y
el resto (tres) en México: el primero en los Tuxtlas, Veracruz; el segundo en Pefiuela y
Catemaco, Veracruz; el tercero en Huitepec, Chiapas; y el cuarto en Ruinas Acalan,
Tabasco y Constitucion, Candelaria y Escarcega en Campeche. Finalmente, los dos

haplotipos registrados para P. opossum son de la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Analisis de Maxima Parsimonia

El anadlisis incluyd 1139 pb debido a que el gen Cit b no fue secuenciado en su
totalidad para todas las muestras. De este total 802 fueron sitios constantes, 111 fueron
sitios variables no informativos y 226 fueron sitios filogenéticamente informativos. El

promedio de las frecuencias de los nucledtidos para este grupo de secuencias fue: 32.1 %
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adenina, 25.1 % citosina, 12.1 % guanina y 30.5 % timina. En ninguna secuencia se

encontraron inserciones, deleciones o codones de paro.

Se realizdé una busqueda heuristica que arrojo 4 arboles igualmente parsimoniosos
con una longitud de 545 pasos, indice de consistencia de 0.6442, indice de retencién de
0.9279, indice reescalado 0.6674 e indice de homoplasia de 0.3558. El arbol consenso de
estos 4 arboles mostré que D. virginiana es el grupo hermano del clado constituido por D.
marsupialis y D. albiventris. De los 226 sitios filogenéticamente informativos incluidos en
este analisis, 40 constituyeron sinapomorfias que diferenciaron el clado de D. virginiana,
31 transiciones y 9 transversiones; 36 fueron sinapomorfias para el clado formado por D.
albiventris y D. marsupialis, 29 transiciones y 7 transversiones; y 20 para el clado de D.
marsupialis, 17 transiciones y 3 transversiones (Fig. 31; Apéndice VIII). Las sinapomorfias
que diferenciaron estos clados se encontraron distribuidas de la siguiente manera: para el
clado de D. virginiana, 20 en la primera mitad del gen y 20 en la segunda; para el clado
conformado por D. marsupialis y D. albiventris, 20 en la primera mitad y 16 en la segunda;

mientras que para el clado de D. marsupialis, 7 en la primera mitad y 13 en la segunda.

El clado de D. virginiana esta formado por la muestras de Escuinapa, Tlacotalpan,
Izta-Popo, REPSA, Yetla, Cosoltepec, Montecillo Santa Cruz, Omiltemi, Mixtepec, Tlalpan,
Monterrey, Mérida, Cozumel, Constitucion, California y Oregon, mientras que el clado de
D. marsupialis incluye las muestras de Tuxtlas, Pefiuela, Catemaco, Huitepec, Ruinas
Acalan, Escarcega, Candelaria, Constitucion y Acre. En este arbol, los grupos externos
Philander opossum y Metachirus nudicaudatus se encuentran ubicados fuera del clado del
género Didelphis. La prueba de bootstrap arrojé el mismo arbol con valores altos en los
dos clados principales, 100 para las muestras de D. virginiana y 98 para las de D.

marsupialis (Fig. 31).

El clado de D. virginiana esta conformado por cuatro subclados, el primero agrupa
las muestras de Oregon y California; el segundo agrupa las muestras de Cozumel, Mérida y
Constitucion (2-4); el tercero esta formado por la muestra de Monterrey; el cuarto grupo

esta dividido en tres subclados: el primero agrupa las muestras de Escuinapa (1-3); el
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segundo las de Tlacotalpan (1-5); y el tercero las muestras de lzta-Popo, REPSA (1-5),
Yetla, Cosoltepec, Montecillo Santa Cruz (1-2), Omiltemi, Mixtepec (1-2) y Tlalpan. Este
clado incluye 4 muestras (Mérida, Constitucion 2 y Montecillo San Cruz (1-2) que fueron
identificadas originalmente como D. marsupialis. Asimismo, el clado de D. marsupialis
esta divido en dos subclados, el primer subclado incluye dos subgrupos mas la muestra de
Huitepec; el primer subgrupo esta formado por las muestras de los Tuxtlas (1-3) y el
segundo por las de Catemaco y Pefiuela. El segundo subclado agrupa las muestras de
Candelaria (1-2), Ruinas Acalan y Constitucién 1. Externamente aparecen la muestra de

Acrey la de D. albiventris.

Analisis de Maxima Verosimilitud

El modelo de sustitucion de nucledtidos que mejor se ajusté a los datos de
secuencias fue el de Tamura-Nei + gama (TrN + G) basado en el modelo propuesto por
Tamura y Nei (1993), que toma en cuenta: exceso de transiciones, frecuencias desiguales
de los nucledtidos y diferentes tasas de substitucion entre éstos. El andlisis de MV generod
un arbol idéntico al de MP (Fig. 32). Este arbol agrupa en un clado a todas las muestras de
D. virginiana, incluyendo las muestras de Mérida, Constitucion 2 y Montecillo San Cruz (1-
2), y en otro las muestras de D. marsupialis mdas una secuencia de D. albiventris. El largo
de las ramas presente entre las muestras de cada especie demuestra que hay pocas
diferencias en las secuencias. Sin embargo, el largo de las ramas presente entre el clado
de D. virginiana y el de D. marsupialis es muy grande lo que indica que existe que existe
una alta tasa de mutacion. Por lo tanto, las muestras al interior de cada especie estan mas
relacionadas entre si que cada una de ellas con las de la otra especie. La prueba de
bootstrap mantiene la misma topologia con valores altos, 100 para D. virginiana y 99 para

D. marsupialis (Fig. 32).
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Analisis de Distancias

Se obtuvieron los porcentajes de divergencia genética entre las muestras del
género Didelphis, entre las muestras de una misma especie y con respecto a Philander
opossum y Metachirus nudicaudatus bajo el modelo de sustitucién de nucledtidos K2P
(Kimura, 1980; Cuadro 10). Los valores de divergencia genética fueron de 10.3-11.8 %
entre D. virginiana y D. marsupialis; de 11.2 a 11.6 % entre D. virginiana y D. albiventris;
de 6.1 a 7.4 % entre D. marsupialis y D. albiventris; de 14.2 a 14.9 % entre D. marsupialis y
P. opossum; de 14.3 a 14.7 % entre D. virginiana y P. opossum; de 23.5 a 23.9 % entre D.
marsupialis y M. nudicaudatus; de 22.3 a 22.8 % entre D. virginiana y M. nudicaudatus; de
0.0 a 4.2 % entre muestras de D. marsupialis; y de 0.0 a 4.0 % entre muestras de D.

virginiana.

A partir de los valores de divergencia genética se generd un arbol de NJ. Este arbol
mantiene los dos clados principales, sin embargo, presenta dos cambios con respecto a los
arboles de MP y MV: 1) la muestra de Huitepec es expulsada del clado conformado por las
muestras de Tuxtlas, Catemaco y Pefuela; y 2) la muestra de Acre se integra al clado
formado por la muestras Ruinas Acalan, Escarcega, Candelaria y Constitucion. El largo de
las ramas presente entre las muestras al interior de cada especie es muy corto, lo que
demuestra que las secuencias son muy similares. Mientras que el largo de las ramas
encontrado entre las muestras de D. virginiana y D. marsupialis es muy grande lo que
indica un grado de divergencia significativa entre estos grupos (Fig. 33). La prueba de
bootstrap arrojo el mismo arbol con un soporte de 99 para el clado de D. virginiana y 97

para el de D. marsupialis (Fig. 33).
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Didelphis

virginiana
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Didelphis

marsupialis
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Figura 31. Arbol de consenso estricto generado a partir de los 4 d&rboles mas
parsimoniosos para muestras del género Didelphis utilizando secuencias de 1139 pb del
gen citocromo b. Longitud = 545 pasos, indice de consistencia = 0.6442, indice de
retencién = 0.9279, indice reescalado = 0.6674 e indice de homoplasia = 0.3558. Los
numeros arriba y abajo de las ramas corresponden a los valores de bootstrap y al nimero
de cambios respectivamente. *Secuencias tomadas de Genbank.
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Didelphis
virginiana
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Didelphis
marsupialis

Figura 32. Arbol de maxima verosimilitud (-In = 4209.59580) construido con el modelo Tamura + Nei (TrN + G) para muestras del
género Didelphis utilizando secuencias de 1139 pb del gen citocromo b. Los numeros cercanos a los nodos corresponden a los
valores de bootstrap. * Secuencias tomadas de Genbank.
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Cuadro 10. Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo b (1139 pb) para los tlacuaches Metachirus
nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de sustitucién de nucleétidos

dos parametros de Kimura (Kimura, 1980).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 M. nudicaudatus -
2 P.opossum 0.213 -
3 California 0.228 0.146 -
4 Oregon 0.228 0.146 0.000 -
5 Escuinapa 0.227 0.144 0.029 0.029 -
6 Tlacotalpan 0.226 0.146 0.027 0.027 0.002 -
7 lzta-Popo 0.226 0.143 0.030 0.030 0.003 0.003 -
8 REPSA 0.227 0.144 0.029 0.029 0.002 0.002 0.001 -
9 Yetla 0.227 0.144 0.029 0.029 0.002 0.002 0.001 0.000 -
10 Cosoltepec 0.227 0.144 0.029 0.029 0.002 0.002 0.001 0.000 0.000 -
11 Montecillo 0.227 0.144 0.029 0.029 0.002 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 -
12 Mixtepec 0.228 0.145 0.030 0.030 0.003 0.003 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 -
13 Omiltemi 0.228 0.145 0.030 0.030 0.003 0.003 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 -
14 Tlalpan 0.227 0.144 0.029 0.029 0.002 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 -
15 Monterrey 0.228 0.147 0.030 0.030 0.013 0.013 0.014 0.013 0.013 0.013 0.013 0.014 0.014 0.013 -
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Cuadro 10. (Continuacion).

Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo b (1139 pb) para los tlacuaches

Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de sustitucion de

nucledtidos dos parametros de Kimura (Kimura, 1980).

Cozumel

Constitucion (D. virginiana)
Mérida

Tuxtlas

Catemaco

Pefuela

Huitepec

Acre

Ruinas Acalan

Escarcega

Candelaria

Constitucion (D. marsupialis)

D. albiventris

1

0.223

0.223

0.226

0.238

0.239

0.236

0.236

0.235

0.236

0.235

0.235

0.235

0.241

2

3

4

5

0.146 0.040 0.040 0.016

0.146 0.038 0.038

0.146 0.038 0.038

0.145

0.149

0.146

0.142

0.104

0.107

0.105

0.103

0.104

0.107

0.105

0.103

0.147 0.106 0.106

0.148 0.110 0.110

0.147

0.147

0.147

0.142

0.109

0.109

0.109

0.115

0.109

0.109

0.109

0.115

0.014

0.016

0.111

0.115

0.112

0.110

0.112

0.118

0.117

0.117

0.117

0.116

0.016

0.014

0.016

0.111

0.115

0.112

0.110

0.112

0.118

0.117

0.117

0.117

0.116
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0.017 0.016

0.015 0.014

0.017 0.016

0.112 0.111

0.116 0.115

0.114 0.112

0.111 0.110

0.111 0.110

0.117 0.116

0.116 0.115

0.116 0.115

0.116 0.115

0.115 0.114

0.016

0.014

0.016

0.111

0.115

0.112

0.110

0.110

0.116

0.115

0.115

0.115

0.114

10

0.016

0.014

0.016

0.111

0.115

0.112

0.110

0.110

0.116

0.115

0.115

0.115

0.114

11

0.016

0.014

0.016

0.111

0.115

0.112

0.110

0.110

0.116

0.115

0.115

0.115

0.114

12

0.017

0.015

0.017

0.112

0.116

0.114

0.111

0.111

0.117

0.116

0.116

0.116

0.115

13 14

0.017 0.016

0.015 0.014

0.017 0.016

0.112 0.111

0.116 0.115

0.114 0.112

0.111 0.110

0.111 0.110

0.117 0.116

0.116 0.115

0.116 0.115

0.116 0.115

0.115 0.114

15

0.026

0.024

0.026

0.108

0.111

0.109

0.107

0.111

0.114

0.113

0.113

0.113

0.114



Cuadro 10 (Continuacién). Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo b (1139 pb) para los tlacuaches
Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de sustitucion de

nucledtidos dos parametros de Kimura (Kimura, 1980).

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
16 Cozumel -

17 Constitucion (D. virginiana) 0.002 -

18 Meérida 0.004 0.002 -

19 Tuxtlas 0.109 0.107 0.107 -

20 Catemaco 0.112 0.110 0.110 0.004 -

21 Pefiuela 0.110 0.108 0.108 0.003 0.002 -

22 Huitepec 0.108 0.106 0.106 0.003 0.005 0.004 -

23 Acre 0.109 0.109 0.109 0.039 0.042 0.040 0.040 -

24 Ruinas Acalan 0.107 0.107 0.107 0.032 0.033 0.031 0.033 0.031 -

25 Escarcega 0.106 0.106 0.106 0.031 0.032 0.030 0.032 0.031 0.001 -

26 Candelaria 0.106 0.106 0.106 0.031 0.032 0.030 0.032 0.031 0.001 0.000 -

27 Constitucidn (D. marsupialis)  0.106 0.106 0.106 0.031 0.032 0.030 0.032 0.031 0.001 0.000 0.000 -

28 D. albiventris 0.114 0.112 0.114 0.071 0.074 0.072 0.072 0.061 0.064 0.063 0.063 0.063 -
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Didelphis
virginiana

AN

Didelphis
marsupialis

Figura 33. Arbol de distancias construido con el algoritmo del vecino mas cercano para muestras del género Didelphis con el modelo
de sustitucidon de nucledtidos dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) utilizando secuencias de 1139 pb del gen citocromo b. Los
valores cercanos a los nodos corresponden a los valores de bootstrap. * Secuencias tomadas de Genbank.
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Citocromo oxidasa c subunidad | (CO/)

El gen COI fue secuenciado en 44 muestras, 41 del género Didelphis (tentativamente
25 pertenecian a la especie Didelphis virginiana y 16 a la especie D. marsupialis) y 3 del
género Philander. Las secuencias obtenidas tuvieron una longitud de 657 pb. En estas
secuencias se identificaron tres haplotipos diferentes para la especie D. virginiana, cuatro
para D. marsupialis y dos para P. oposum; todos ellos son diferentes entre si y no se
comparten entre especies. El primer haplotipo de D. virginiana se encuentra en las
localidades de Oregon y California en E. U. A., mientras que los dos restantes se registran
para México: uno en Escuinapa, Sinaloa; Tlacotalpan, Veracruz; Yetla y Omiltemi,
Guerrero; REPSA y Pedregal de Tlalpan, Distrito Federal; Montecillo Santa Cruz, Mixtepec
y Cosoltepec, Oaxaca; y el otro en Constitucion, Campeche; Mérida, Yucatan y Cozumel,
Quintana Roo. Por otro lado, los haplotipos de D. marsupialis estan registrados de la
siguiente manera: uno en Demerara-Mahaica, Guyana y tres en México: el primero en los
Tuxtlas, Veracruz; el segundo en Catemaco y Penuela, Veracruz y Huitepec, Chiapas; y el
tercero en Escarcega, Constitucion y Candelaria, Campeche. Finalmente, los dos
haplotipos de P. opossum se registraron para el estado de Veracruz, uno para la localidad

de los Tuxtlas y otro para Playa Escondida.

Analisis de Maxima Parsimonia

De los 657 pares de bases, 498 fueron sitios constantes, 56 fueron sitios variables no
informativos y 104 fueron sitios filogenéticamente informativos. El promedio de las
frecuencias de los nucledtidos para este alineamiento fue 27.68 % adenina, 23.77 %
citosina, 15.38 % guanina y 33.15 % timina. En ninguna secuencia se encontraron
inserciones, deleciones o codones de paro. Este analisis incluyd un total de 48 secuencias,

44 generadas en este estudio y 4 tomadas de la base de datos Genbank (Apéndice V).

Se realizd una busqueda heuristica que arrojo 2 arboles con una longitud de 228

pasos, indice de consistencia de 0.8084, indice de retencién 0.9644, indice reescalado

50



0.8290 e indice de homoplasia 0.1916. En estos arboles se puede observar que D.
virginiana es el grupo hermano del clado formado por D. albiventris y D. marsupialis.
Ademas, se identificaron dos ramas al interior del género Didelphis: |la primera agrupa las
secuencias de D. virginiana (Escuinapa, Tlacotalpan, Izta-Popo, REPSA, Yetla, Cosoltepec,
Montecillo Santa Cruz, Omiltemi, Mixtepec, Tlalpan, Monterrey, Mérida, Cozumel,
Constitucion, California y Oregon); y la segunda incluye las muestras de D. marsupialis
(Tuxtlas, Pefiuela, Catemaco, Huitepec, Ruinas Acaldn, Escarcega, Candelaria, Constitucion
y Demerara-Mahaica) mas una secuencia de D. albiventris. Los grupos externos Philander
opossum y Metachirus nudicaudatus aparecen fuera del clado del género. De los 106
sitios filogenéticamente informativos incluidos en este analisis, 22 (16 transiciones y 6
transversiones) fueron sinapomorfias para el clado de D. virginiana, 14 (10 transiciones y 4
transversiones) para el clado conformado por D. albiventris y D. marsupialis y 8 (6
transiciones y 2 transversiones) para el clado de D. marsupialis (Apéndice IX; Fig. 34). Las
sinapomorfias que diferenciaron estos clados se encontraron distribuidas de la siguiente
manera: para el clado de D. virginiana, 12 en la primera mitad de este fragmento y 10 en
la segunda; para clado conformado por D. marsupialis y D. albiventris, 6 en la primera
mitad y 7 en la segunda; y para el clado de D. marsupialis, 5 en la primera mitad y 3 en la

segunda.

El clado que agrupa las muestras de D. virginiana esta divido en dos subclados: el
primero agrupa las muestras de California y Oregon; y el segundo agrupa a todas las
muestras de México. Este subclado esta formado por una rama que agrupa las muestras
de Escuinapa, Tlacotalpan, Izta-Popo, REPSA, Yetla, Cosoltepec, Montecillo Santa Cruz,
Omiltemi, Mixtepec, Tlalpan y Monterrey; las muestras de Cozumel, Mérida y Constitucién
(2-4) pueden o no estar agrupadas en otro subclado. Por su parte, el clado de D.
marsupialis esta dividido en dos subclados, el primero esta formado las muestras de
Pefiuela, Catemaco, Huitepec y el conjunto de los Tuxtlas; mientras que el segundo
subclado incluye la muestras de Ruinas Acalan, Escarcega, Constitucion, Candelaria y

Demerara-Mahaica. Externamente aparece la muestra de D. albiventris. La prueba de
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bootstrap arrojé el mismo arbol con un valor de 100 para el clado de D. virginiana y de 91

para el de D. marsupialis (Fig. 34).

Analisis de Maxima Verosimilitud

Para conocer el modelo de sustitucion de nucledtidos que mejor se ajustaba a los
datos se utilizd el software Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998), que dié como
resultado el modelo de Tamura-Nei + gama (TrN + G) basado en el modelo propuesto por
Tamura y Nei (1993). El analisis de MV generd un solo arbol (Fig. 35) que tiene una
topologia idéntica a uno de los dos arboles encontrados en el analisis de MP. En este
arbol se identificaron dos clados dentro del género Didelphis: el primer agrupa 29
secuencias de Didelphis virginiana, incluyendo las muestras de Montecillo Santa Cruz (1-
2), Mérida y Constitucién 2; el segundo esta formado por 12 secuencias de D. marsupialis
y una de D. albiventris. Las muestras de Cozumel, Mérida y Constitucion (2-4) se
encuentran agrupadas en un subclado de D. virginiana. La prueba de bootstrap mantiene
la misma topologia con valores altos 99 para D. virginiana y 89 para D. marsupialis (Fig.
35). El largo de las ramas indica que las secuencias de cada especie son mds parecidas
entre si que con cualquiera de las secuencias de la otra especie. Asimismo, el largo de la
rama de Metachirus nudicaudatus es muy grande en comparacién con las de los géneros

Philander y Didelphis.

Analisis de Distancias

Se obtuvieron los porcentajes de divergencia genética entre las especies del género
Didelphis, entre las muestras de la misma especie y con respecto a los grupos externos
(Philander opossum y Metachirus nudicaudatus) bajo el modelo de sustitucion de
nucledtidos dos parametros de Kimura (Kimura, 1980; Cuadro 11). Los valores de
divergencia fueron de 7.8 a 9.3 % entre D. virginiana y D. marsupialis; de 8.7 a 10.0 %

entre D. virginiana y D. albiventris; de 4.3 a 5.6 % entre D. marsupialis y D. albiventris; de
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11.1 2 12.6 % entre D. marsupialis y P. opossum; de 12.1 a 13.2 % entre D. virginiana y P.
opossum; de 18.1 a 19.5 % entre D. marsupialis y M. nudicaudatus; de 20.3 a 21.8 % entre
D. virginiana y M. nudicaudatus; de 0.0 a 2.7 % entre las muestras de D. marsupialis; y de

0.0 a 2.2 % entre muestras de D. virginiana.

A partir de los valores de divergencia se género un arbol de NJ (Fig. 36). Este arbol
mantiene los dos grupos al interior del género Didelphis. Este arbol es idéntico al de MV.
En la mayoria de los casos, el largo de las ramas presente entre las muestras de cada
especie demuestra que las secuencias son muy similares, con excepcién de las muestras
de California y Oregon de D. virginiana y la muestra de Demerara-Mahaica de D.
marsupialis. El largo de las ramas encontrado entre el clado de D. virginiana y el
conformado por D. marsupialis y D. albiventris es muy grande lo que indica que la
divergencia genética que existe entre estos grupos explica las diferencias en sus
secuencias. Asimismo, el largo de la rama encontrado entre D. marsupialis y D. albiventris
es pequefio lo que muestra que son especies cercanamente relacionadas. La prueba de
bootstrap mantiene la misma topologia con valores altos, 99 para D. virginiana y 81 para

D. marsupialis (Fig. 36).
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Figura 34. Arbol de consenso estricto generado a partir de los 2 d&rboles mas
parsimoniosos para muestras del género Didelphis utilizando secuencias de 657 pb del gen
citocromo oxidasa ¢ subunidad |. Longitud = 228 pasos, indice de consistencia = 0.8084,
indice de retencién = 0.9644, indice reescalado = 0.8290 e indice de homoplasia = 0.1916.
Los numeros arriba y debajo de las ramas corresponden a los valores de bootstrap y al
numero de cambios respectivamente. * Secuencias tomadas de Genbank.
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Figura 35. Arbol de maxima verosimilitud (-In = 1919.10184) construido con el modelo Tamura-Nei (TrN + G) para muestras del
género Didelphis utilizando secuencias de 657 pb del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad I. Los nimeros cercanos a los nodos
corresponden a los valores de bootstrap. * Secuencias tomadas de Genbank.

55



Cuadro 11. Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad | (657 pb) para los tlacuaches

Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de sustitucion de

nucledétidos dos parametros de Kimura (Kimura, 1980).

10
11
12
13
14

15

M. nudicaudatus
Tuxtlas (P. opossum)
Playa (P. opossum)
California

Oregon

Escuinapa
Tlacotalpan
Izta-Popo

REPSA

Yetla

Cosoltepec
Montecillo
Omiltemi
Mixtepec

Monterrey

0.195
0.193
0.203
0.203
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218

0.002
0.123
0.123
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132
0.132

0.121
0.121
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130
0.130

0.000
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022

0.022 -

0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
0.022 0.000
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0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

10 11 12 13 14

0.000 -

0.000 0.000 -

0.000 0.000 0.000 -

0.000 0.000 0.000 0.000 -
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Cuadro 11 (Continuacion). Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad | (657 pb) para los

tlacuaches Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana y D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de

sustitucion de nucledtidos dos pardmetros de Kimura (Kimura, 1980).

Tlalpan

Cozumel

Mérida

Constitucion (D. virginiana)
Tuxtlas

Catemaco

Pefiuela

Huitepec
Demerara-Mahaica

Ruinas Acalan

Escarcega

Candelaria

Constitucion (D. marsupialis)

D. albiventris

0.218

0.216

0.216

0.216

0.195

0.193

0.193

0.193

0.181

0.181

0.181

0.181

0.181

0.193

0.132

0.130

0.130

0.130

0.125

0.126

0.126

0.126

0.113

0.117

0.117

0.117

0.117

0.115

0.130

0.128

0.128

0.128

0.126

0.125

0.125

0.125

0.111

0.115

0.115

0.115

0.115

0.113

0.022

0.020

0.020

0.020

0.080

0.078

0.078

0.078

0.080

0.084

0.084

0.084

0.084

0.087

0.022

0.020

0.020

0.020

0.080

0.078

0.078

0.078

0.080

0.084

0.084

0.084

0.084

0.087

0.000
0.005
0.005
0.005
0.093
0.091
0.091
0.091
0.089
0.093
0.093
0.093
0.093

0.100
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0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

10

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

11

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

12

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

13

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

14

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100

15

0.000

0.005

0.005

0.005

0.093

0.091

0.091

0.091

0.089

0.093

0.093

0.093

0.093

0.100



Cuadro 11. (Continuacion). Matriz de distancias construida con secuencias del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad | (657pb) para los
tlacuaches Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, bajo el modelo de

sustitucion de nucledtidos dos pardmetros de Kimura (Kimura, 1980).

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
16 Tlalpan -
17 Cozumel 0.005 -
18 Mérida 0.005 0.000 -
19 Constitucién (D. virginiana) 0.005 0.000 0.000 -
20 Tuxtlas 0.093 0.087 0.087 0.087 -
21 Catemaco 0.091 0.086 0.086 0.086 0.002 -
22 Pefiuela 0.091 0.086 0.086 0.086 0.002 0.000 -
23 Huitepec 0.091 0.086 0.086 0.086 0.002 0.000 0.000 -
24 Demerara-Mahaica 0.089 0.084 0.084 0.084 0.024 0.022 0.022 0.022 -
25 Ruinas Acalan 0.093 0.087 0.087 0.087 0.027 0.025 0.025 0.025 0.006 -
26 Escarcega 0.093 0.087 0.087 0.087 0.027 0.025 0.025 0.025 0.006 0.000 -
27 Candelaria 0.093 0.087 0.087 0.087 0.027 0.025 0.025 0.025 0.006 0.000 0.000 -
28 Constitucion (D. marsupialis) 0.093 0.087 0.087 0.087 0.027 0.025 0.025 0.025 0.006 0.000 0.000 0.000 -
29 D. albiventris 0.100 0.095 0.095 0.095 0.045 0.043 0.043 0.043 0.053 0.056 0.056 0.056 0.056 -
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Figura 36. Arbol de distancias construido con el algoritmo del vecino mas cercano para muestras del género Didelphis con el modelo
de evolucién molecular dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) utilizando secuencias de 657 pb del gen citocromo oxidasa ¢
subunidad I. Los valores cercanos a los nodos corresponden a los valores de bootstrap. * Secuencias tomadas de Genebank.
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DISCUSION

La delimitacidén de especies, proceso mediante el cual se trazan los limites entre una
especie y otra, es un componente basico en el estudio y conocimiento de la biodiversidad
ya que las especies son la unidad fundamental en disciplinas como: sistematica, ecologia,
evolucidon y conservacion (Wiens y Servedio, 2000). Asimismo, es importante saber con
gue especie se esta trabajando para poder tomar decisiones adecuadas sobre su manejoy
aprovechamiento (Shaw et al.,, 2003). La delimitacién de especies se ha convertido en
afos recientes, en una de las metas principales de la sistematica moderna debido a la
creciente preocupacién que existe en la comunidad cientifica por las amenazas que
enfrenta la biodiversidad y al deseo de describir rapidamente tantas especies como se

pueda antes de que éstas desaparezcan (Wiens, 2007).

Durante mucho tiempo, la delimitacion de especies se ha hecho utilizando las
diferencias morfoldgicas que existen entre una especie y otra. La mayor parte de las
especies reconocidas actualmente fueron delimitadas utilizando uno o mas caracteres
morfoldgicos, cualitativos o cuantitativos, que no comparten con otras especies,
asumiendo que esto es consecuencia de que no existe flujo genético entre ellas (Wiens,
2007). Sin embargo, la delimitacion de especies basada en caracteristicas morfoldgicas
puede ser muy superficial ya que existen muchas especies similares en tamafno y forma
gue se distribuyen simpatricamente. En estas especies, las caracteristicas “exclusivas”
(autoapomorfias) son muy dificiles de distinguir debido a que los caracteres pueden
estarse sobrelapando o ser muy parecidos entre ellas. Ademas, se debe considerar que
existen factores como la edad del ejemplar y la experiencia para identificar de la persona
gue lo manipule, que pueden afectar directamente la delimitacion especifica (St-Pierre et
al., 2006). Este es el caso de las dos especies de tlacuache del género Didelphis que se
distribuyen en Meéxico, Didelphis virginiana y D. marsupialis. Ambas son especies
morfoldgicamente muy similares (Gardner, 1973) que se distribuyen simpatricamente en
Tamaulipas, Veracruz, Tabasco, Campeche, Oaxaca, Chiapas, Yucatdn y Quintana Roo

(Colchero et al., 2005; Zarza y Medellin, 2005). Esta situacidn ocasiona imprecisiones en la
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identificacion a nivel especifico debido a que a simple vista es dificil distinguirlas con

certeza.

Seccion I. Identificacion morfoldgica

Algunos estudios han reportado que estas dos especies de tlacuache se podrian
distinguir externamente usando la coloracidn del cachete, el patron de distribucién del
pelo de guardia, el porcentaje de color negro en la cola y la longitud de la cola con
respecto a la longitud de la cabeza y el cuerpo (Allen, 1901; Davis, 1944; Gardner, 1973;
Aranda, 2002). Sin embargo, la identificacion de estas dos especies en base a la
morfologia externa es incierta debido a que estos caracteres tienen una amplia variacion
intraespecifica y geografica, por lo que en ocasiones las diferencias pueden ser minimas y
dificiles de distinguir, particularmente dentro del area de simpatria (Emmons, 1990). Por
ejemplo, Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes (2002) no pudieron distinguir entre D. virginiana y D.
marsupialis mientras realizaban un estudio sobre los reservorios naturales del protozoario
Trypanosoma cruzi en Yucatan, utilizando la coloracién del cachete, blanco en D.
virginiana y amarillo en D. marsupialis, debido a que varios individuos presentaron estas
coloraciones mezcladas. Por lo tanto, concluyeron que estda caracteristica no era
suficiente para distinguir estas dos especies. Asimismo, después de examinar un gran
numero de individuos afirmaron que ninguna de las caracteristicas externas reportadas

por Gardner (1973) puede diferenciar con éxito estas dos especies de tlacuache.

Lavergne et al. (1997) documentaron un problema muy parecido en Guyana
Francesa donde Didelphis marsupialis y D. albiventris estan presentes de manera
alopatrica en la mayor parte de su distribucion. Sin embargo, existen algunos casos
reportados de simpatria, en donde los caracteres que permiten su identificacion: color del
pelaje (negro o gris), color de las orejas (completamente negras o con la base blanca) y la
presencia o ausencia de lineas negras en la cabeza y el hocico, pueden presentar un

numero alto de polimorfismos y ser muy similares entre las dos especies, lo que provoca
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que usualmente existan dudas sobre la identificacion a nivel especifico de algunos

individuos colectados en simpatria.

Por otra parte, las diferencias craneales que existen entre D. virginiana y D.
marsupialis en la morfologia de los huesos palatino, nasal y lacrimal tienen poco valor
taxondmico si se utilizan de forma independiente debido a que presentan mucha variacién
al interior de estas dos especies, particularmente en D. virginiana donde algunos
individuos pueden presentar caracteristicas craneales que se sobrelapan 6 son muy
parecidas a las de D. marsupialis. Por ejemplo, la intercepcion de la sutura maxilo-frontal
con los huesos nasal y lacrimal en D. virginiana esta alineada con los dos huesos 6 es
anterior al hueso lacrimal, mientras que en D. marsupialis siempre es anterior. Por lo
tanto, no se puede usar esta caracteristica de forma aislada para distinguirlas ya que
muestra un claro sobrelapamiento. Ademas, es importante recordar que todas las
caracteristicas craneales pueden variar dependiendo de la edad y el sexo de los
ejemplares (Gardner, 1973). Asimismo, se debe tomar en cuenta que mientras las
caracteristicas externas se pueden observar o medir en el campo con herramientas
sencillas, las caracteristicas craneales requieren del sacrificio de los ejemplares para que

puedan ser observadas (St-Pierre et al., 2006).

La identificacion a nivel especifico de los ejemplares colectados en este trabajo se
hizo utilizando una combinacién de las caracteristicas morfoldgicas (externas y craneales)
comunmente utilizadas para diferenciar a D. virginiana de D. marsupialis ya que no se
pudo identificar correctamente a todos los ejemplares utilizando esta informacion por
separado, ya que el nimero de ejemplares asignados a cada especie variaba dependiendo
del caracter que se estuviera utilizando. Todos los caracteres presentaron una amplia
variacién intraespecifica y sobrelapamiento entre las dos especies, provocando que fuera
complicado identificar las caracteristicas exclusivas de cada una. Catzeflis et al. (1997)
reportan un caso similar entre D. marsupialis y D. albiventris, donde los valores obtenidos
de las medidas corporales convencionales (longitud total, longitud de la cola, longitud de

la pata traseray peso) tienden a sobrelaparse considerablemente entre las dos especies.
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Sin embargo, una combinacidon de dos medidas (longitud de la pata trasera y la distancia
gue hay entre el ojo y el hocico) pueden distinguir a la mayoria de los individuos

examinados.

Por otro lado, fue necesario incorporar la informacidon sobre la localidad de
colecta (de Queiroz, 2007) cuando las caracteristicas morfoldgicas indicaban que el
ejemplar pertenecia a una especie y segun la distribucién geografica pertenecia a la otra.
Por ejemplo, el ejemplar colectado cerca del poblado de Yetla en la costa del estado de
Guerrero (CNMA 45117) presenta los cachetes de color amarillo palido, el pelo de guardia
sobre la linea media y la extensién posterior del hueso lacrimal en forma de una linea
recta, caracteristicas todas de la especie D. marsupialis. Sin embargo, esta especie no se
distribuye en este estado por lo que el ejemplar solo podia pertenecer a la especie D.
virginiana aunque las caracteristicas morfolégicas no correspondian a las reportadas por

Gardner (1973) para esta especie.

Finalmente, tras examinar con cuidado todos los ejemplares colectados, 13 fueron
identificados como D. virginiana y 4 como D. marsupialis. Sin embargo, sélo los
ejemplares REPSA 3 y 4 fueron los Unicos que presentaron todas las caracteristicas
morfoldgicas reportadas por Gardner (1973) para la especie D. virginiana: externamente
presentaron el cachete de color blanco, pelo de guardia distribuido en todo el dorso, cola
larga (73-93 % de la longitud de la cabeza y el cuerpo) y bicolor (25-50 % de color negro),
mientras que las caracteristicas craneales fueron: sutura maxilo-frontal alineada con los
huesos nasal y lacrimal (REPSA 4) 6 anterior al hueso lacrimal (REPSA 3), huesos nasales
anchos terminando en un angulo redondeado, extensién posterior del hueso lacrimal
como una linea curva y la extension dorsal del palatino gruesa. En el resto de los
ejemplares asignados a esta especie una o varias de las caracteristicas fueron diferentes a
las reportadas por Gardner (1973). Es estos casos, las caracteristicas morfoldgicas fueron
similares a las esperadas para D. marsupialis o intermedias entre las dos especies. Por

ejemplo, el ejemplar colectado en Yetla (CNMA 45117) descrito anteriormente.
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Por otra parte, ninguno de los ejemplares asignados a la especie D. marsupialis
presentd todas las caracteristicas que segun Gardner (1973) la pueden distinguir de D.
virginiana. Todos los ejemplares presentaron una mezcla de las caracteristicas reportadas
tanto para D. marsupialis como para D. virginiana. Por ejemplo, el ejemplar CNMA 45110
colectado en la Estacion del Biologia Tropical “Los Tuxtlas” presentd: el cachete de color
amarillo palido, pelo de guardia concentrado sobre la linea media, cola larga (118.9 % de
la longitud de la cabeza y el cuerpo) y bicolor (26.5 % de color negro), sutura maxilo-
frontal alineada con los huesos nasal y lacrimal, huesos nasales anchos terminando en un
angulo agudo, extension posterior de hueso lacrimal en forma de una linea recta y la

extensién dorsal del palatino gruesa.

Los resultados de este estudio fortalecen la idea de que los criterios morfolégicos
reportados en la literatura pueden resultar ambiguos para la identificacion de estas
especies de tlacuache, apoyando las conclusiones de Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes (2002) sobre
el valor taxondmico limitado que en ocasiones tienen los caracteres morfolédgicos que se
utilizan para distinguir estas dos especies, y confirmando asi la necesidad de utilizar
nuevos métodos para su delimitaciéon. Por ejemplo, Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes (2002)
recomendaron hacer la distincidn entre Didelphis virginiana y D. marsupialis en las areas
donde se pueden encontrar simpatricamente, utilizando la morfologia de los cromosomas.
Ambas especies tienen un nimero cromosémico 2n = 22 (Patton et al.,, 1996). Sin
embargo, se pueden diferenciar porque D. virginiana tiene seis pares de autosomas
subtelocéntricos y cuatro acrocéntricos, el cromosoma X es submetacéntrico mientras que
el Y es acrocéntrico. Por su parte, en D. marsupialis todos los cromosomas, incluyendo los
sexuales son acrocéntricos. Asimismo, la Unica diferencia que existe en la morfologia de
los cromosomas entre D. marsupialis y D. albiventris es el tamafio del cromosoma Y,

diminuto en D. albiventris (Gardner, 1973).

Un método reciente que se utiliza ampliamente para la identificacion de especies
morfoldgicamente similares es el analisis de la longitud de fragmentos de restriccion

(siglas en inglés, RFLP) empleando ADN mitocondrial, como el gen citocromo b (St-Pierre
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et al., 2006; Parson et al., 2000) que tiene gran resolucion para revelar diferencias en las
secuencia de nucledtidos en especies cercanas (Ortega, 2006), las cuales pueden ser

facilmente detectadas con una o varias enzimas de restriccién (Renteria, 2006).

Seccion Il. Analisis de restriccion

En este trabajo el analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion consistid
en la digestion de 44 productos de PCR de una longitud de 1149 pb del gen mitocondrial
Cit b con dos endonucleasas, Hae Ill que reconoce la secuencia (GG:CC) y Taqgl cuya
secuencia blanco es (T CG.A). Las dos enzimas fueron consideradas informativas ya que
produjeron patrones de digestion distintos para cada especie, con lo que se pudo

distinguir molecularmente las muestras de D. virginiana de las de D. marsupialis.

Ambas enzimas produjeron mas de un patrén de digestion por especie
(polimorfismos). En las muestras de D. virginiana la enzima Haelll produjo un patrén para
todas las muestras (629, 423, 97 pb); mientras que en las muestras de D. marsupialis
produjo dos patrones, uno para las muestras de Pefiuela, Tuxtlas, Catemaco y Huitepec
(629, 360, 97, 63 pb) y otro para las muestras de Ruinas Acalan, Candelaria, Escarcega y
Constitucion (629, 520 pb). Asimismo, la enzima Tagl/ produjo dos patrones de digestion
en las muestras de D. virginiana, uno para la muestra Oregon (1149 pb) y otro para todas
las muestras de México (621, 528 pb); mientras que en D. marsupialis todas las muestras

presentaron el mismo patrén (951, 198 pb).

La presencia de varios patrones de digestion en D. virginiana y D. maruspialis se
puede explicar como el resultado de la alta tasa de mutacién que tiene el ADN
mitocondrial (Nabholz et al.,, 2009). Por lo tanto, estos patrones son el reflejo de la
variabilidad intraespecifica presente en las secuencias de gen Cit b de estas dos especies
de tlacuache. Algunas especies donde se han reportado mds de un patrén de digestién
son los roedores Akodon cursor y A. montensis en los que se documentaron 16 y 11

patrones diferentes respectivamente (Fagundes y Nogueira, 2007). Otro ejemplo, es el
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murciélago Platyrrhinus lineatus en el que encontraron dos patrones distintos (Machado
et al., 2005). Por otra parte, el hecho de que los patrones de digestion encontrados para
D. marsupialis sean diferentes a los de D. virginiana indica que estas dos especies han
divergido genéticamente aunque el tiempo desde su especiaciéon no ha sido suficiente
para permitir la acumulacion de diferencias notables en su morfologia o bien pueden estar

hibridizando (Fagundes y Nogueira, 2007).

En las secuencias del gen Cit b la enzima Haelll reconoce dos veces la secuencia
blanco en Didelphis virginiana, mientras que en D. marsupialis 1o hace de una a tres veces.
Una ventaja de que existan varios sitios de restriccion en estas secuencias es que se
reducen la probabilidad de cometer errores en la identificacion (Riddle et al., 2003).
Asimismo, el hecho de que compartan un sitio de corte en la posicion 629 puede estar
reflejando que existe una gran similitud en las secuencias de estos tlacuaches, lo que
implica que la especiacion de estas especies de tlacuache es relativamente reciente
(Machado et al., 2005). Por otra parte, D. marsupialis tiene un nimero mayor de sitios de
restriccion que D. virginiana, lo que puede representar la perdida de un sitio de restriccion
en D. virginiana o la ganancia de un nuevo sitio de restriccion para D. marsupialis. Kuehn
et al. (2000) describen un caso similar entre Castor fiber y C. canadensis donde la
substitucién de nucleétidos en dos posiciones origind el reconocimiento de la enzima Rsal

en C. fiber.

La mayoria de las muestras analizadas presentaron el patrén de digestion que
predijo el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) para cada especie. En el andlisis
con la enzima Haelll, el 96.5 % de las muestras de D. virginiana presentaron el patréon de
digestion esperado para esta especie, mientras que en D. marsupialis fue el 41.7 %.
Asimismo, con la enzima Tag/ en el 96.5% de las muestras de D. virginiana se obtuvieron
los fragmentos esperados para esta especie, mientras que en D. marsupialis se obtuvo en

el 100 % de las muestras.
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Se encontraron cuatro individuos que habian sido identificados como D. marsupialis,
pero en todas las digestiones se obtuvieron los patrones de digestion esperados para D.
virginiana. Estas muestras se obtuvieron de otras colecciones mastozooldgicas donde
fueron identificadas utilizando los criterios morfoldgicos, externos y craneales, que
Gardner (1973) propuso que podian diferenciar estas especies de tlacuache.
Similarmente, Machado et al. (2005) al trabajar con murciélagos del género Platyrrhinus
encontraron dos individuos que habian sido identificados originalmente como Platyrrhinus
lineatus utilizando la clave de Vizotto y Taddei (1973) basada en el tamafio de los
murciélagos, tras el analisis con tres enzimas obtuvieron los patrones de digestion de P.
recifinus. Otro ejemplo lo documentan St-Pierre et al. (2006) con mustélidos, donde
evaluaron los caracteres propuestos por Hall (1951) para distinguir individuos de Mustela
frenata de M. erminea. La morfologia y el analisis de polimorfismo de fragmentos de
restriccion mostraron que los caracteres morfolégicos fallaban en distinguir seis
ejemplares de M. erminea como M. frenata, mientras todos los ejemplares fueron

identificados correctamente con los RFLPs.

Por otra parte, esta técnica logré discriminar efectivamente a individuos de D.
virginiana y D. marsupialis colectados en la misma localidad, Constitucién, Campeche. En
este lugar, el patron de digestion de D. virginiana fue de tres fragmentos (629, 423, 97
pb); mientras que en D. marsupialis fue de dos fragmentos (629, 520 pb). Similarmente,
Paxinos et al. (1997) lograron distinguir las zorritas Vulpes macrotis y Vulpes vulpes en dos
localidades de California al obtener patrones de restriccién completamente diferentes en

cada especie.

Estos resultados apoyan la idea de que el analisis de restriccién puede resolver la
limitaciones que existen en la identificacion morfoldgica (Espafia et al., 2008), permitiendo
eliminar la subjetividad asociada a las claves de identificacién dicotémica. Por otro lado,
la técnica de RFLPs es relativamente sencilla, rapida y no requiere de grandes cantidades
de tejido (St-Pierre et al., 2006). Por lo tanto, se pueden usar métodos no invasivos,

como la toma de muestras de pelo o excremento para obtener el ADN del animal de
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interés (Mills et al., 2000; Krausman et al., 2006). Es importante sefialar que los métodos
moleculares no reemplazan a los métodos de identificacion tradicionales basados en la
morfologia, sino que son herramientas que complementan la informacion obtenida por
otros métodos (Espafia et al., 2008). Particularmente, el analisis de la longitud de
fragmentos de restriccion es una herramienta concluyente para distinguir especies
simpatricas y morfoldgicamente muy similares como D. virginiana y D. marsupialis.
Aunque los RFLPs fueron exitosos para identificar estas dos especies de tlacuache existen
otras técnicas para delimitar especies como el analisis de patrones filogenéticos utilizando

datos de secuencias de ADN de genes mitocondriales (Arellano et al., 2006).

Seccion Ill. Analisis Filogenético

Citocromo b (Cit b)

De las 44 secuencias del gen Cit b, 41 correspondieron al género Didelphis y tres al
género Philander. En estas secuencias se identificaron seis haplotipos para D. virginiana,
cinco para D. marsupialis y dos para Philander oposum. Ninguno de los haplotipos se
encontré repetido en mas de una especie. Similarmente, otros trabajos han reportado
mas de un haplotipo por especie en otros marsupiales: 12 para Philander frenata, 7 para
P. opossum, 5 para P. andersoni, 7 para P. mcilhennyiy 14 para Marmosa murina (Patton y
da Silva, 1997; Steiner y Catzeflis, 2003), lo que muestra que existe una gran variabilidad
genética en este grupo de mamiferos, consecuencia de las altas tasas de mutacién del
ADN mitocondrial (Nabholz et al., 2009). Un haplotipo de D. virginiana se registré en
Oregén y California, Estados Unidos, mientras que los otros seis se encontraron en
México: el primero en Sinaloa; el segundo en Veracruz; el tercero en el Distrito Federal y
los estados de México, Guerrero y Oaxaca; el cuarto en Yucatan y Quintana Roo; el quinto
en Campeche; vy el sexto en Nuevo Ledn. Mientras que los haplotipos de D. marsupialis
fueron registrados: uno en Acre, Brasil y cuatro en México, dos en Veracruz, uno en
Chiapas y otro en Campeche y Tabasco. Finalmente, los dos haplotipos de P. opossum

son de Veracruz.
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Los diferentes haplotipos de D. virginiana y D. marsupialis se agruparon en clados
separados en todos los analisis filogenéticos (MP, MV y NJ), reflejando que la divergencia
genética es mayor entre especies que dentro de ellas (Bradley y Baker, 2001). Las
muestras de D. virginiana se agruparon en cuatro subclados, uno para las muestras de
Estados Unidos; otro para las de Veracruz, Sinaloa, Oaxaca, Distrito Federal, Guerrero y el
Estado de México; otro para la de Nuevo Ledn; y uno para Campeche, Yucatan y Quintana
Roo. Las muestras de D. marsupialis formaron dos grupos, uno para las muestras de
Veracruz y Chiapas y otro para las de Campeche y Tabasco. La muestra de Brasil aparece
externamente a estos dos clados en los arboles de MP y ML, mientras que en el arbol de
NJ se integra al clado de Campeche. Los valores de bootstrap para el clado de D.
virginiana fueron: MP 100 %, ML 100 % y NJ 99 % mientras que para el de D. marsupialis
fueron: MP 98 %, ML 99 % y NJ 97 %. Estos valores dan un soporte contundente a los

nodos que agrupan a estas especies (Dragoo et al., 2004).

Gracias a estos analisis se pudieron distinguir las muestras de cada especie dentro del
area de simpatria: las muestras de Pefiuela, Tuxtlas, Catemaco, Huitepec, Ruinas Acalan,
Escarcega, Candelaria y Constitucion corresponden a D. marsupialis, mientras que las de
Tlacotalpan, Constitucién, Mérida y Cozumel son de D. virginiana. Asimismo, colocaron
las muestras de Constitucion, Campeche en los dos clados, lo que indica que las dos
especies fueron colectadas en esta localidad. Por otra parte, se pudo rectificar la
identidad taxonémica de cuatro muestras: dos de la localidad Montecillo Santa Cruz,
Oaxaca, una de Mérida, Yucatdn y una de Constitucion, Campeche que habian sido
identificadas originalmente como D. marsupialis, sin embargo en todos los analisis
filogenéticos (MP, ML y NJ) realizados en este estudio forman parte del clado de D.

virginiana.

La distancia genética entre los diferentes haplotipos de D. virginiana varié de 0.1 a
4.0 % con un promedio de 1.94 %, mientras que en D. marsupialis varié entre 0.1 % y 4.2
% con un promedio de 1.81 %. Estos valores son similares a los reportados para especies

de tlacuache cuatro ojos: P oposum (1.34 %), P. andersoni (1.12 %), P. mcilhennyi (1.49 %;
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Patton y da Silva, 1997); y mayores a los documentados para raposas colicortas:
Monodelphis adusta (0.03 %), M. kunsi (0.05 %) M. reigi (0.2 %) y M. brevicaudata (0.06 %;
Lim et al., 2009). Los porcentajes de divergencia genética encontrados al interior de D.
marsupialis y D. virginiana pueden ser indicativos de variacion genética intraespecifica,
poblaciones conespecificas, variantes geograficas (subespecies) o la retencién de

polimorfismos ancestrales (Bradley y Baker, 2001).

Por otro lado, las distancias genéticas entre D. virginiana y D. marsupialis variaron de
10.3 a 11.8 %. Patton et al. (1996) reportaron un valor promedio del 10 % de divergencia
genética entre tres especies del género Didelphis (D. virginiana, D. marsupialis y D.
albiventris). Meynard et al. (2002) encontraron porcentajes similares entre las llacas
chilenas Thylamys elegans y T. pallidor, donde el promedio de las distancias genéticas fue
de 12.9 %. Otras comparaciones interespecificas en marsupiales de la familia Didelphidae
documentan valores muy bajos o muy altos. Por ejemplo, entre P. oposum y P. mcilhennyi
la divergencia genética promedio es del 3.1 % (Nunes et al., 2006), mientras que entre
Monodelphis domestica y M. handleyi la divergencia genética promedio es del 22.9 % (Lim
et al., 2009). Segun Bradley y Baker (2001) valores > 11 % entre dos taxones indican que
deben ser reconocidos como especies diferentes. Por lo tanto, la divergencia genética
encontrada entre D. virginiana y D. marsupialis soporta la idea de que son especies
diferentes. Asimismo, el porcentaje de divergencia encontrado entre D. marsupialis y D.
albiventris (6.1-7.4 %) indica que son especies hermanas (Bradley y Baker, 2001)
corroborando los resultados obtenidos en base a hibridacién de ADN (Kirsch et al., 1993) y

secuencias de genes mitocondriales (Patton et al., 1996) y nucleares (Jansa y Voss, 2000).

Por ultimo, los valores de divergencia genética encontrados entre las especies del
género Didelphis y otros géneros de la misma familia son mayores a los reportados entre
D. virginiana y D. marsupialis. La distancia genética entre D. marsupialis y P. opossum fue
de 14.2 % a 14.9 %; entre D. virginiana y P. opossum de 14.3 a 14.7 %; entre D. marsupialis
y M. nudicaudatus de 23.5 a 23.9 %; entre D. virginiana y M. nudicaudatus de 22.3 a 22.8

%. Por su parte, Nunes et al. (2006) reportaron valores de divergencia genética mayores
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entre las especies del género Didelphis y P. opossum (36.3 %), P. andersoni (34.7 %), P.
mcilhennyi (32.7 %) y P. frenata (28.6 %).

Estos resultados confirman que las secuencias del gen Cit b pueden ser utilizadas
como una herramienta en la identificacion a nivel especifico de D. virginiana y D.
marsupialis. Adicionalmente, se analizd un grupo de secuencias del gen citocromo
oxidasa ¢ subunidad | (Savolainen et al., 2005) para complementar la informacién

obtenida del andlisis de las secuencias del gen Cit b.

Citocromo oxidasa c subunidad | (CO/)

Se obtuvieron 44 secuencias del gen COI de una longitud de 657 pares de bases
(pb), 41 del género Didelphis y tres del género Philander. En estas secuencias se
identificaron tres haplotipos diferentes para Didelphis virginiana, cuatro para D.
marsupialis y dos para Philander opossum; todos ellos son diferentes entre si y no se
comparten entre especies. Un haplotipo de D. virginiana se registra en Oregdn vy
California, E. U. A. y los dos restantes en México: el primero en los estados de Sinaloa,
Veracruz, Guerrero, Distrito Federal, México y Nuevo Ledn; y el segundo en Campeche,
Yucatan y Quintana Roo. Por su parte, los haplotipos de D. marsupialis se registran de la
siguientes manera: uno para Demarara-Mahaica, Guyana en América del Sur y tres en
México: uno para Veracruz; uno para Veracruz y Chiapas; y uno mas para Campeche y
Tabasco. Finalmente, los dos haplotipos de P. opossum se registraron para el estado de
Veracruz. Estos resultados indican que en esta muestra las tres especies de tlacuache
despliegan una variabilidad genética considerable como lo revelan las secuencias
examinadas. Ademads, no es raro encontrar varios haplotipos por especie ya que la
variacion genética del ADN mitocondrial es consecuencia de sus altas tasa de mutacién
(Nabholz et al., 2009). Por ejemplo, Hajibabael et al. (2006) reportan un promedio de

ocho haplotipos diferentes por especie en mariposas tropicales.
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La distancia genética entre los diferentes haplotipos de D. virginiana varié del 0.5 a
2.2 % con un promedio de 1.56 %, mientras que en D. marsupialis oscilo de 0.2 % a 2.7 %
con un promedio de 1.65 %. Estos valores son mayores a los reportados para especies de
murciélagos neotropicales, peces y aves, donde los promedios de las distancias genéticas
fueron 0.6 %, 0.39 % y 0.43 %, respectivamente (Clare et al., 2007; Ward et al., 2005;
Hebert et al., 2004b). Sin embargo, los valores encontrados aqui son similares a los
reportados para la pika nortefia (Ochotona hyperborea; Lissovsky et al., 2007) donde la
distancia genética varié de 2.44 a 2.90 % (promedio = 2.78 %) entre las poblaciones del
norte y del sur. Asimismo, Hebert et al. (2004b) mencionan que en aves hay casos
excepcionales donde la variacién intraespecifica es de 9 a 17 veces mayor al promedio.
Las distancias genéticas reportadas aqui sugieren que estas dos especies de tlacuache no
incluyen especies cripticas, lo que hace mas sencilla la comparacién entre ellas a nivel
especifico. Por lo tanto, la variacién intraespecifica dentro de D. virginiana y D.
marsupialis puede estar reflejando variantes biogeograficas o la retencion de
polimorfismos ancestrales, como los reportados para otros taxones (Hajibabael et al.,

2006).

La distancia genética entre D. virginiana y D. marsupialis oscilé entre 7.8 y 9.3 %.
Clare et al. (2007) encontraron porcentajes similares en algunas especies de murciélagos
neotropicales, donde el promedio de las distancias genéticas fue de 7.8 % entre especies
del mismo género. Asimismo, ellos muestran que existen algunos géneros con
porcentajes de divergencia muy altos o muy bajos. Por ejemplo, entre Molossus ater y M.
molossus la divergencia genética es del 2.18 %, mientras que entre Peropteryx leucoptera
y P. kappleri son casi del 20 %. En comparacién con otros grupos de vertebrados estos
resultados son similares. Por ejemplo, Ward et al. (2005) y Hebert et al. (2004b) reportan
porcentajes de divergencia genética para especies dentro del mismo género en aves y peces
del 7.93 % y 9.93 %, respectivamente. Por otro lado, la distancia genética entre D. virginiana y
D. marsupialis fue mayor al 2.0 %, lo que soporta la nociéon de que ellas son dos especies

diferentes.
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Estos resultados también estdn apoyados por el hecho de que los porcentajes de
divergencia genética entre las especies del género Didelphis y otros géneros son incluso
mayores: 11.1-12.6 % entre D. marsupialis y Philander oposum, 17.7-19.5 % entre D.
marsupialis y Metachirus nudicaudatus; 12.1 a 13.2 % entre D. virginiana y P. oposum, y
20.3-21.8% entre D. virginiana y M. nudicaudatus. Asimismo, Ward et al. (2005)
reportaron valores de divergencia genética del 15.5 % entre especies de la misma familia

en peces.

Ademas, se encontré que D. marsupialis y D. virginiana pueden ser facilmente
identificadas porque sus secuencias se agrupan en clados separados en los arboles
filogenéticos (maxima parsimonia, maxima verosimilitud y distancias), reflejando que la
divergencia genética de estas secuencias es mayor entre especies que dentro de ellas
(Hajibabael et al., 2006). Las muestras de D. virginiana formaron dos grupos, uno para las
de Estados Unidos, y otro para las de México; mientras que las muestras de D. marsupialis
se agruparon en dos clados, uno formado por la muestras de Veracruz y Chiapas, México y
otro con las de Campeche, México y Demerara-Mahaica, Guyana. Estos clados mostraron
valores de bootstrap muy altos: 100 % para D. virginiana y 91 % para D. marsupialis en el
analisis de maxima parsimonia; 99 % para D. virginiana y 89 % para D. marsupialis en el de
maxima verosimilitud; y 99 % para D. virginiana y 81 % para D. marsupialis en el de

distancias.

Asimismo, el analisis filogenético pudo distinguir las muestras de ambas especies
colectadas dentro del area de simpatria. Estas fueron: Pefuela, Tuxtlas, Tlacotalpan y
Catemaco, Veracruz; Huitepec, Chiapas; Candelaria, Constitucion y Escarcega, Campeche;
Ruinas Acaldn, Tabasco; Mérida, Yucatan; y Cozumel, Quintana Roo. El andlisis
filogenético asignd las muestras de Pefnuela, Tuxtlas, Catemaco, Huitepec, Ruinas Acaldn,
Escarcega, Candelaria y Constitucidon a D. marsupialis y las muestras de Tlacotalpan,
Constitucion, Mérida y Cozumel a D. virginiana. La Unica localidad donde las dos especies
fueron colectadas fue Constitucion, Campeche. De tal manera, que las muestras de esta

localidad a parecen en los dos clados. De igual manera, se pudo corroborar que las
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muestras de Montecillo Santa Cruz, Oaxaca; Mérida, Yucatan; y Constitucién, Campeche

pertenecian a la especie D. virginiana.

Actualmente, COI se ha utilizado como un marcador molecular que es efectivo para
la identificacién de especies porgue permite el reconocimiento rapido de la divergencia
genética interespecifica (Hebert et al., 2004a; Hajibabael et al., 2006). Esto ha ayudado a
resolver incertidumbres taxondmicas en una amplia variedad de grupos animales y al
descubrimiento de nuevas especies. Estudios anteriores han establecido que mas del 95
% de las especies poseen grupos de secuencias diagndsticas para este gen (Clare et al.,
2007) y mencionan que existen pocos casos en los que esta herramienta ha fallado para
separar especies. Estos incluyen, taxones alopatricos cuyo estatus como especies
diferentes es incierto 6 especies hermanas que hibiridizan (Kerr et al., 2007); como en el
caso de los mosquitos Aedes fitchiiy A. grossbecki que muestran evidencia morfoldgica de
hibridacion. En escenarios como este, es recomendable un analisis con genes
mitocondriales que evolucionen mas rapido (region control, 6 NADH4) para complementar
la informacién obtenida con el gen COI (Cywinska et al., 2006). Asimismo, Vences et al.
(2005) encontraron que en los anfibios este gen no era facil de amplificar por lo que no se
podia utilizar como Unico marcador en la identificacion especifica en este grupo. Aunque
en este estudio el gen COIl mostrd gran resolucion para diferenciar a D. marsupialis de D.
virginiana existen diferencias importantes en comparacion con el gen Cit b que se deben

mencionar.

Comparacion de los genes citocromo b y citocromo oxidasa ¢ subunidad |

De las 1139 pares del bases (pb) del gen Cit b, 792 (68.92 %) estuvieron invariables
en todas las muestras, mientras que del fragmento de 657 pb del gen COI lo estuvieron
498 (75.79 %). Asimismo, 235 (20.45 %) sitios del gen Cit b fueron filogenéticamente
informativos, mientras que en el COI lo fueron 104 (15.82%). Estos resultados son

similares a los reportados por Tobe et al. (2009) que al comparar las secuencias de estos
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dos genes completos en 236 especies de mamiferos encontraron que el gen Cit b es mas
variable, lo que demuestra que el uso de este gen en mamiferos puede brindar mas

informacion.

Por otro lado, los estadisticos de MP, nimero de pasos del arbol mas parsimonioso,
el nimero de arboles obtenidos y los valores de los diferentes indices, indican que el gen
COIl muestra menos homoplasia, esto es, caracteres compartidos sin ancestria comun. Por
ejemplo, los dos arboles obtenidos con el gen COI tienen una longitud de 228 pasos y un
indice de homoplasia = 0.1916, mientras que los cuatro arboles del Cit b tienen 545pasos y
un indice de homoplasia = 03558. Sin embargo, esto se puede deber a que solamente se
esta ocupando una pequefia parte de la informacidon contenida en el citocromo oxidasa ¢
subunidad | (657 de 1542 pb), mientras que el gen Cit b se esta utilizando casi todo (1139
pb). Ademas, es importante recordar que el ADN mitocondrial si se utiliza en anlisis

filogenéticos suele producir una gran cantidad de homoplasia (Galtier et al., 2006).

Asimismo, el andlisis filogenético de las secuencias de nucledtidos de ambos genes
produjo arboles con topologias muy similares (Fig. 37), donde se separan en clados
diferentes las muestras de D. virginiana y las D. marsupialis con altos valores bootstrap.
Sin embargo, el gen Cit b completo tiene mayor resolucién para detectar diferencias al
interior de las dos especies. Por ejemplo, el COl/ agrupa las muestras de Escuinapa,
Tlacotalpan, REPSA, lIzta-Popo, Tlalpan, Cosoltepec, Montecillo Santa Cruz, Omiltemi,
Mixtepec y Monterrey en un solo subclado, mientras que Cit b agrupa estas muestras en
cuatro subclados. Esto podria ser consecuencia de ocupar sélo una parte de la
informacién del gen COI en este analisis 6 a que estos genes tienen diferentes tasas de

sustitucion.

Aunque los resultados de este trabajo demuestran que el andlisis de las secuencias
de los genes mitocondriales Cit b y COI bajo diferentes criterios puede identificar

exitosamente las muestras de los tlacuaches D. virginiana y D. marsupialis, la aplicacién de
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Figura. 37. Arboles de consenso estricto generados para muestras del género Didelphis utilizando secuencias de los genes
citocromo b (izquierda) y citocromo oxidasa ¢ subunidad I(derecha). Los numero arriba y debajo de las ramas corresponden a los
valores de bootstrap y al nUmero de cambios. * Secuencias tomadas de Genbank.
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esta herramienta no debe sustituir un andlisis morfoldgico completo, sino que deben ser

analisis complementarios (Hebert et al., 2004b).

Integracion de los criterios morfoldgicos y moleculares

De acuerdo, a los criterios morfoldgicos, externos y craneales, se identificd que 13
de los 17 ejemplares colectados pertenecian a la especie de Didelphis virginiana y 4 a D.
marsupialis. La identificacion molecular, de estos individuos coincide con lo encontrado
con base en la morfologia. En individuos que fueron identificados como D. virginiana con
base en los criterios morfolégicos que Gardner (1973) propuso, se obtuvieron los patrones
de digestidon esperados, para D. virginiana segun el software NEBcutter V2.0 (Vincze et al.,
2003), tres fragmentos (628, 423 y 98 pb) con la enzima Haelll y dos (621, 528 pb) con la
enzima Tagl. Similarmente, en los individuos identificados como D. marsupialis se
obtuvieron los patrones de digestion esperados para esta especie, cuatro fragmentos
(629, 360, 97 y 63 pb) con la enzima Haelll y dos (951 y 198 pb) con la Tagl. Ademas, los
sitios de corte de las enzimas en estos individuos fueron corroborados con las secuencias
correspondientes. Por otro lado, el analisis filogenético de las secuencias de los genes
mitocondriales Cit b y COI separd en clados diferentes las muestras de ambas especies, las
gue pertenecian a D. virginiana en uno y las D. marsupialis en otro, y estd soportado por

valores de bootstrap mayores al 80 %.

La coincidencia entre los dos criterios podria sugerir que los caracteres morfoldgicos
gue se documentan en la literatura pueden ser adecuados para la identificacion de estas
especies. Sin embargo, aqui se reportan varios ejemplos donde los caracteres
morfoldgicos dejan incertidumbre sobre la identificacion especifica de algunos ejemplares.
Por ejemplo, en el ejemplar (CNMA 45117) colectado en Yetla, Guerrero que presentaba
caracteristicas “diagnésticas” de D. marsupialis, cachete amarillo palido, pelo de guardia

sobre la linea media y extensidn posterior del hueso lacrimal en forma de una linea recta
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(Gardner, 1973), que por distribucién sélo podia pertenecer a la especie D. virginiana;
presentd un patron de digestion de tres fragmentos (628, 423 y 98 pb) con la enzima de
Haelll y de dos (621, 528 pb) con la Tagl, que eran los esperados para D. virginiana segun
las predicciones del software NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003). Asimismo, el andlisis
filogenético realizado con las secuencias de los genes Cit b 'y COI colocd esta muestra en el
clado de D. virginiana, soportado por valores de 99-100 % de bootstrap. Por otra parte, la
distancia genética entre esta muestra y las demas de D. virginiana (0.0-2.9 %) era menor la
distancia encontrada entre esta muestra y cualquiera de las de D. marsupialis (11.1-11.5
%), confirmando que no pertenece a esta especie a pesar de las similitudes morfoldgicas

encontradas.

Similarmente, el ejemplar (CNMA 45110) colectado en la Estacion de Biologia
Tropical “Los Tuxtlas” presentaba externamente caracteristicas diagndsticas de D.
marsupialis (Gardner, 1973), cachete amarillo claro y pelo de guardia concentrado sobre la
linea media, mientras que en el craneo presenta caracteristicas de D. virginiana, sutura
maxilo-frontal alineada con los huesos nasal y lacrimal, huesos nasales anchos y
terminando en un dngulo agudo y la extensidén dorsal del hueso palatino ancha. Este
ejemplar fue asignado a la especie D. marsupialis por presentar la extensidn posterior del
hueso lacrimal en forma de una linea recta, segin Gardner (1973) este es el caracter
diagndstico mas importante. Por otra parte, tanto el andlisis de restriccion como el
analisis filogenético confirmaron que pertenecia a esta especie. Las enzimas de restriccion
produjeron los patrones esperados para D. marsupialis, 629, 360, 97 y 63 pb con la
enzima Haelll y 951 y 198 pb con la Tagl. Asimismo, la secuencia de este individuo se
colocé en el clado de D. marsupialis en los diferentes analisis (parsimonia, maxima
verosimilitud y distancias) con valores altos de bootstrap. Similarmente, los valores de
divergencia genética entre esta muestra y las de D. marsupialis son muy pequeiios en
comparacion con los valores obtenido entre esta muestra y las de D. virginiana,

confirmando que no pertenecia a esta especie.
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Por otro lado, hubo 4 ejemplares que habian sido identificados errdneamente como
D. marsupialis utilizando caracteres morfoldgicos en otras colecciones bioldgicas y que
en los analisis moleculares resultaron ser muestras de D. virginiana. Estas presentaron un
patron de digestion de tres bandas (628, 423 y 98 pb) con la enzima Haelll y de dos (621,
528 pb) con la Tagl. Asimismo, estds muestras se encuentran en el clado de D. virginiana
tanto en el analisis con el Cit b como con el COJ, el cual esta soportado por valores altos de
bootstrap (99-100 %). Similarmente, Catzeflis et al. (1997) al examinar morfoldgica y
molecularmente (a través de una sonda de ADN) 160 ejemplares del género Didelphis en
Guyana Francesa identificaron con base en la morfologia externa 29 ejemplares como D.
albiventris (donde 3 fueron identificados molecularmente como D. marsupialis) y 131
como D. marsupialis (donde 5 fueron identificados genéticamente como D. albiventris). La
concordancia entre los dos métodos en ese estudio fue del 95 % (152 ejemplares)

mientras que en el presente fue del 90.2 % (37 ejemplares).

Estos ultimos ejemplos son una prueba contundente de que los andlisis taxonédmicos
deben incluir tanto informacion morfoldgica como molecular para poder tener la certeza
de que la identificacion a nivel especifico, tanto en el campo como en las colecciones
cientificas, de estas dos especies de tlacuache es correcta. Asimismo, la eleccidon de un
método para distinguir molecularmente entre D. virginiana y D. marsupialis dependera en
gran medida de la aplicacién que se le quiera dar a esta informacion y del lugar donde se
lleve a cabo la investigacién. Por ultimo, cabe mencionar que los resultados de este
trabajo sugieren que molecularmente estas dos especies de tlacuache se pueden

reconocer siguiendo el concepto filogenético de especie.

Concepto Filogenético de Especie

Segun este concepto, una especie se define como un grupo de organismos que
comparten uno o mas caracteres derivados (sinapomorfias) y quizds un patrén de

ancestria descendencia (Agapow et al., 2004). En este caso D. virginiana se puede definir
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con la presencia de 40 y 22 sinapomorfias, cambios en las secuencias de nucledtidos
(transiciones y transversiones), en el analisis filogenético de los genes mitocondriales Cit b
y COI respectivamente (Apéndices VIII y IX); y en los RFLPs con un sitio de corte para la
enzima Tagl en la posicion 528. En contraste D. marsupialis se define con 20
sinapomorfias con el Cit b y 8 con el COI. Asimismo, en los RFLPs esta especie tiene un
sitio de corte para la enzima Tagl/ en la posicion 951 y otro para la enzima Haelll en la
posicién 691. Por lo tanto, siguiendo el concepto filogenético de especie éstas son dos

especies reconocibles.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfoldgicas utilizadas para distinguir a D. virginiana y D.
marsupialis presentan una variacion intraespecifica mayor a la reportada en estudios

previos lo que dificulta la identificacidn especifica.

Sin embargo, se logro el objetivo de distinguir molecularmente estas dos especies de

tlacuache utilizando marcadores moleculares, pues:

Se confirmo la hipdtesis de que se pueden encontrar diferencias en la secuencia de
nucledtidos de estos tlacuaches ya que los patrones de restriccion obtenidos fueron
diferentes. Asimismo, se confirmd la hipdtesis de que las secuencias de genes
mitocondriales analizadas filogenéticamente pueden separar las muestras de D. virginiana

y D. marsupialis en clados diferentes.

Por lo tanto, los linajes evolutivos a los que pertenecen estos tlacuaches confirman
gue son taxones diferentes de acuerdo con el concepto filogenético de especie, aunque

son morfolégicamente muy similares.
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RECOMENDACIONES

El siguiente paso consistira en obtener muestras de tejidos de estas dos especies de
tlacuache a lo largo de toda su drea de distribucién geografica para tenerlos bien
representados en estudios posteriores. Es importante que este muestreo incluya

localidades en donde las dos especies se encuentren en simpatria.
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APENDICE |

Ejemplares de tlacuache (Mammalia: Didelphimorphia) colectados en México que fueron utilizados en la identificacion molecular de
dos especies del género Didelphis. CATCO = numero de catalogo cronoldgico de la Coleccién Nacional de Mamiferos (CNMA); FAC =
numero de catalogo personal de Fernando A. Cervantes; PRE = preservacion; P/E = Piel y esqueleto; T = Tejidos; Mpio. = Municipio;
d = Macho; @ Hembra; ¢ = desconocido.

CATCO Especie Sexo Medidas Localidad PRE Fecha de colecta
VERACRUZ: Sendero Darwin 100 m,
CNMA Didelohi Estacién de Biologia Tropical “Los
idelphis ” :
45109 | m arsuf)/'alis Q | 773-380-51-57=700 | Tuxtlas” 19.2 Km. NE Catemaco, Mpio. | p/g, T 17 Enero 2008
San Andrés Tuxtla, 90 m.
N 18°35'2.9”, W 95°04'26.1"".
VERACRUZ: Sendero Darwin 100 m,
. . Estacion de Biologia Tropical “Los
CNMA Didelphis ., )
marsupialis 4 810-440-62-68=1700 | Tuxtlas” 19.2 Km. NE Catemaco, Mpio. P/E, T 17 Enero 2008
45110 San Andrés Tuxtla, 90 m.
N 18°35'2.9”, W 95°04'26.1"".
VERACRUZ: Sendero Darwin 100 m,
CNMA 4511 Didelohi Estacion de Biologia Tropical “Los
idelphis ” .
marsuf)ialis 4 828-428-57-66=1400 | Tuxtlas” 19.2 Km. NE Catemaco, Mpio. P/E, T 18 Enero 2008

San Andrés Tuxtla, 90 m.
N 18°352.9”, W 95°04°26.1"".
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VERACRUZ: Pefiuela. Mpio. Amatlan de

CNMA Dldelpl?ls_ 796-398-69-66=1300 | los Reyes, 628 m. N 18°51°38.8", P/E, T 13 Enero 2008
45112 marsupialis W 96°54'9 7"
DISTRITO FEDERAL: Espacio Escultdrico,
CNMA Didelohi Reserva del Pedregal de San Angel,
idelphis . L ,
45114 o p 700-310-47-67=1300 | Ciudad Universitaria. Coyoacan, 2313 P/E, T 29 Junio 2008
virginiana m. N19°19'14.4”, W 99°10'39.8"".
DISTRITO DEFERAL: Estadio de Béisbol,
CNMA Didelohi Reserva del Pedregal de San Angel,
idelphis . L .
45115 aep 868-373-65-48=2500 | Ciudad Universitaria, Coyoacan, 2308 P/E,T | 14 Febrero 2008
virginiana m. N 19°19'31", W 99°11°21"".
DISTRITO FEDERAL: Estadio de Béisbol,
delohi Reserva del Pedregal de San Angel,
Zgl\q’g ﬁ;dzvfar;iv 770-350-41-61=1900 | Ciudad Universitaria, Coyoacan, 2313 P/E,T | 9 Septiembre 2008
g m. N 19219'14.4", W 99°10'46.6"".
DISTRITO FEDERAL: Espacio Escultdrico,
) . Reserva del Pedregal de San Angel,
Didelphis Sin medidas Ciudad Universitaria, Coyoacan. Oreja 16 Agosto 2008
virginiana N 19°19'14.4”", W 99°11°0.4"".
DISTRITO FEDERAL: Jardin Botdnico
D.ld.elphls Sin medidas Exterior, Reserva del Pedregal de San Oreja | 12 Septiembre 2008
virginiana. Angel, Ciudad Universitaria, Coyoacan.

N 19°18°53.5.7", W 99°11°51.9"".
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CNMA Didelphis GUERRERO: Hotel y Villas “Las Flores”
45117 virginiana 849-400-73-50=1710 | carretera federal Acapulco- Zihuatanejo | P/E,T 17 Febrero 2009
2.7 Km SW Yetla, Mpio. Coyuca de
Benitez, 10 m.
N 16°58°20.9”", W 100°00°53.0"".
MEXICO: Campamento Ecoturistico “El
CNMA Didelohi Vivero”, Parque Nacional Izta-Popo 6.6
idelphis .
45119 aew 675-265-58-50=1100 | Km SE Amecameca, Mpio. Amecameca, | p/g, T 3 Febrero 2008
virginiana 2849 m. N 19°06°5.1, W 98° 41°44.1"".
. ) NUEVO LEON: Domicilio Particular,
CNMA (FAC D,’d?IF_JhIS Sin medidas Mpio. Monterrey, 470 m Oreja 10 Agosto 2009
3826) virginiana . L . .
N 25°37726.24"°, W 100°17°24.59"".
SINALOA: Granja “Joshe” 1.8 Km. S
CNMA Didelphis _ Escuinapa de Hidalgo, Mpio. Escuinapa
45120 virginiana 730-350-40-52=1100 | 4, Hidalgo, 11 m. N 22°49°16.6”, P/E,T 10 Enero 2008
W 105°47°15.2"".
SINALOA: Granja “Joshe” 1.8 Km. S
CNMA Didelphis _ Escuinapa de Hidalgo, Mpio. Escuinapa
45121 virginiana 640-310-30-55=900 | 4o Hidalgo, 11 m. N 22°49'16.6”, P/E,T | 10Enero 2008
W 105°47°15.2"".
SINALOA: Rancho “La Papalota” 3.1 Km.
CNMA Didelphis _ SE Teacapan, Mpio. Escuinapa de
880-420-50-67=2500 ’
45122 virginiana Hidalgo, 5 m. N 22°32'51.9”, P/E,T 8 Enero 2008

W 105°44°43.5”,
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VERACRUZ: Panteén Municipal de

CNMA | Didelphis 840-385-66-57 Tlacotalpan, Mpio. Tlacotalpan, 3 m. P/E,T | 28Octubre 2008
45123 virginiana. N 18° 37’8.4°", W 95° 3940.4"".
. . VERACRUZ: Panteén Municipal de
CNMA Didelphis -415-70-
iy p 910-415-70-50 Tlacotalpan, Mpio. Tlacotalpan, 3 m. P/E,T 28 Octubre 2008
4124 | virginiana. N 18° 37'8.4", W 95° 39'40.4"
delohi VERACRUZ: Pantedn Municipal de
CNMA D,’ eipnis 880-410-65-54 Tlacotalpan, Mpio. Tlacotalpan, 3 m. P/E, T 28 Octubre 2008
45125 virginiana N 18°37'8.4”", W 95° 39'40.4"".
delphi VERACRUZ: Pantedn Municipal de
CNMA D,’ eipnis 860-385-66-55 Tlacotalpan, Mpio. Tlacotalpan, 3 m. P/E, T 28 Octubre 2008
45126 virginiana N 18°37'8.4°" W 95° 39'40.4"".
delphi VERACRUZ: Pantedn Municipal de
CNMA D_’ eipnis 920-426-77-52 Tlacotalpan, Mpio. Tlacotalpan, 3 m. P/E, T 28 Octubre 2008
45127 Vlrglnlana N 180 37,8.4”, W 950 39'40.4”.
VERACRUZ: Sendero Darwin 100 m,
) Estacién de Biologia Tropical “Los
CNMA Philander 623-324-31-48=600 | Tuxtlas” 19.2 Km. NE Catemaco, Mpio. | P/E, T 16 Enero 2008
45128 opossum San Andrés Tuxtla, 90 m.
N 18°3572.9”, W 95° 04°26.1"".
VERACRUZ: Rio Los Pocitos, Laguna
CNMA Philander 685-358-55-46 Escondida, Mpio. San Andrés Tuxtla, P/E, T 8 Marzo 2008
45129 opossum 106 m. N 18°38°29.6"", W 95°05°14.9"".
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CNMA
45130

Philander
opossum

596-292-46-33

VERACRUZ: Rio Piso, Playa Escondida,
carretera Sontecomapan-Montepio,
Mpio. San Andrés Tuxtla, 3 m.

N 18°34°43.4"", W 95° 03°40.9"".

P/E, T

13 Marzo 2008
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APENDICE Il

Muestras de tejidos congelados de tlacuaches del género Didelphis en préstamo
permanente provenientes de colecciones mastozooldgicas nacionales y extranjeras.
CATCO = numero de catdlogo cronolégico; FAC = numero de catdlogo Fernando A.
Cervantes; Mpio. = Municipio

CATCO Especie Fecha de colecta Localidad

Coleccion Nacional de Mamiferos (CNMA), Instituto de Biologia UNAM

(FAC 1929) virginiana 2002 Pedregal, Tlalpan.
GUERRERO: Cafada de la Perra 0.28
CNMA Didelphis 22 Octubre 2003 | Km. NW Omiltemi, Mpio.
(FAC 2003) virginiana Chilpancingo de los Bravo, 2014 m.
N 17°33°34.8"", W 99°41°26"".
CNMA Didelphis \l\//IERACRUI\i: I_Ejldg Adolfo Lolpelz
43475 marsupialis 29 Octubre 2005 ateos,, pl(,)l. atemaccl), 8 ”m.
N 18°26°17.3", W 94°57°54.9"".
OAXACA: San Pedro Mixtepec 18
CNMA Didelphis 23 Noviembre 2005 | Km. N Puerto Escondido, Mpio. San
44179 virginiana Pedro Mixtepec-Distrito 22, 222 m.
N 15°59°20.4"", W 97°10°06.4"".
OAXACA: San Pedro Mixtepec 18
CNMA Didelphis 04 Mayo 2006 Km. N Puerto Escondido, Mpio. San
44180 virginiana Pedro Mixtepec-Distrito 22, 222 m.
N 15°59°20.4"", W 97°10°06.4"".
OAXACA: Barranca Amarilla 1.05 Km
CNMA Didelphis S, 3.75 Km W Cosoltepec, Mpio.
45141 virginiana 21 Enero 2007 Cosoltepec, 1650 m.
N 18°08°1.0",97°49°31.0"".

Coleccion Mastozoolodgica de El Colegio de |la Frontera Sur, Unidad San Cristébal de las Casas,
Chiapas (ECO-SC-M).
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CHIAPAS: Reserva Ecoldgica
Huitepec, ladera W, 2 Km NE de Ia

ECO-5C-M Didelpi.ﬂs. 19 Junio 1999 carretera San Cristébal-San Juan
744 marsupialis Chamula, Mpio. San Cristdbal de las
Casas, 2340 m. N 16°44°, W 92°54°,
OAXACA: Comunidad Montecillo
ECO-SC-M D.Id(.-?/[.)hls 14 Agosto 2007 Santa Cruz, Mpio. S'f\n Fr?,nusco del
1862 virginiana Mar, 21 m. N 16°22°05.27,
W 94°35°15.3".
OAXACA: Comunidad Montecillo
ECO-SC-M Didelphis 14 Agosto 2007 Santa Cruz, Mpio. San Francisco del
1867 virginiana Mar, 6 m. N 16°22°05.2",
W 94°35'15.3”.
Coleccion Mastozooldgica de la Universidad Auténoma de Yucatan (FMVZ — UADY)
Docencia D.Id(.-?/[.)hls 10 Diciembre 2007 YU;ATAN: .Dom|C|I|o Particular,
virginiana Mpio. Mérida.
Angelo State University, Natural History Collections
(ASNHC)
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 11 Km S de Candelaria.
1276 marsupialis
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 TABASCO: 3. 8 Km SW de Ruinas
1280 marsupialis Acalan.
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 7.5 Km W de Escdrcega.
1281 marsupialis
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 11 Km S de Candelaria.
6410 marsupialis
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 9.5 Km al S de
6413 marsupialis Constitucion.
ASNHC Didelphis 19 Agosto 1970 CAMPECHE: 7.5 Km W de Escarcega.
6416 marsupialis
Tejido Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 9.5 Km al S de
2589 virginiana Constitucion.
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ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 QUINTANA ROO: Isla Cozumel, 30
1282 virginiana Km x carretera SE de San Miguel.
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 9.5 Km al S de
6421 virginiana Constitucion.
ASNHC Didelphis 18 Agosto 1970 CAMPECHE: 9.5 Km al S de
6422 virginiana Constitucion.
Tejido Didelphis ESTADOS UNIDOS DE AMERICA:
6475 virginiana Desconocido Siskiyou National Forest, Curry

County, Oregon.
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APENDICE III

Huesos de un craneo (vista dorsal) de tlacuache de la especie Didelphis virginiana
colectado en el Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl, Estado de México (fotografia:
J. Arcangeli).

Premaxilar
Maxilar
Nasal
Lacrimal Frontal
Yugal

Escamosal

Parietal

Occipital
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APENDICE IV

1. Preparacién 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 concentracion final de 10 pg/ml
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 cdmara 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 al 1%

Agarosa (g) Buffer (ml)

35 ml 0.35 35

Agarosa al 1.5 %

35 ml 0.53 35
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2. Preparacion de buffersy 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)

Solucion stock 10X, 1 litro:

108 g de Tris base (890 mM)
55 g de acido borico (890 mM)
40 ml 0.5 M de EDTA, pH 8.0

Aforar con agua a 1000 ml
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APENDICE V

Secuencias de los genes citocromo b (Cit b) y citocromo oxidasa ¢ subunidad | (CO/)
tomadas de la base de datos Genbank y sus ejemplares de referencia. CATCO = numero
de catalogo cronoldgico; INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus;
MNFS = numero de catalogd personal de M. N. F. da Silva; USNM = National Museum of
Natural History, Smithsonian Institution, Washington; ROM = Royal Ontario Museum; MVZ
= Museum of Vetebrate Zoology, University of California, Berkeley.

. . Coleccién y CATCO
Gen Taxon Localidad No. Acceso
Metachirus Brasil: Amazonas; alto Rio
nudicaudatus | Urucu.S 4 °51°, W 65° 16”". INPA —MNFS 40 U34672
Didelphis Estados Unidos de América:
L University of California, MVZ 229573
virginiana Berkeley
Citbh
) ) Brasil: Acre; Igarapé
Didelphis Poronga, Rio Jurua. S 8°40°, MVZ 193439 U34665
marsupialis W 72°47°
Didelphis Venezuela: Aragua; Rancho USNM U34667
albiventris Grande, 1100 m
) Surinam: Sipaliwini;
Metachirus | gohuis. N 4.469, ROM 117525 EU096777
nudicaudatus W 56.906
delphi Estados Unidos de América:
Q’d? phis University of California, MVZ 229573
col virginiana Berkeley
) ] Guyana: Demerara-
Dlde/pfns. Mahaica; Ceiba Biological ROM 113762 EU095423
marsupialis | conter. N 6.50, W 58.217.
) ) Ecuador: Pichincha;
Didelphis Parroquia Conocoto. N -3, ROM 104565 EU095421
albiventris

W -78.5
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APENDICE VI

Caracteristicas morfoldgicas, externas y craneales, de los 17 ejemplares del género
Didelphis examinados. En paréntesis se indica la edad del ejemplar.

1.- Coloracion del cachete

Ejemplar Sexo Blanco Amarillo palido Naranja

Escuinapa 1 3 (adulto) X

Escuinapa 2 Q (joven) X

Escuinapa 3 & (joven) X

REPSA 3 J' (adulto) X

REPSA 4 3 (adulto) X

REPSA 5 Q (adulto) X

Izta-Popo Q (joven) X

Tlacotalpan 1 3 (adulto) X

Tlacotalpan 2 & (adulto) X

Tlacotalpan 3 Q (adulto) X

Tlacotalpan 4 Q (adulto) X

Tlacotalpan 5 3 (adulto) X

Yetla & (adulto) X

Tuxtlas 1 Q (joven) X
Tuxtlas 2 & (adulto) X

Tuxtlas 3 3 (adulto) X

Pefiuela Q (joven) X
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2. - Distribucién del pelo de guardia

En todo el dorso

Concentrado en

Ejemplar Sexo En todo en dorso corjcentrénd_ose €N | |3 linea media
la linea media

Escuinapa 1 & (adulto) X

Escuinapa 2 Q (joven) X

Escuinapa 3 & (joven) X

REPSA 3 3 (adulto) X

REPSA 4 2 (adulto) X

REPSA 5 Q (adulto) X

Izta-Popo Q (joven) X

Tlacotalpan 1 & (adulto) X

Tlacotalpan 2 3 (adulto) X

Tlacotalpan 3 Q (adulto) X

Tlacotalpan 4 Q (adulto) X

Tlacotalpan 5 & (adulto) X

Yetla 3 (adulto) X
Tuxtlas 1 Q (joven) X

Tuxtlas 2 3 (adulto) X
Tuxtlas 3 & (adulto) X
Pefiuela Q (joven) X
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3. — Longitud de la cola con respecto a la longitud de la cabeza y

el cuerpo (Icu/Ico)

Longitud Longitud Longitud
Ejemplar Sexo total (mm) (mm) del | (mm)de lacola lcu/Ico
cuerpo (lcu) (Ico)

Escuinapa 1 & (adulto) 880 460 420 91.3
Escuinapa 2 Q (joven) 730 380 350 92.1
Escuinapa 3 3 (joven) 640 330 310 93.9
REPSA 3 J' (adulto) 868 495 373 75.3
REPSA 4 J (adulto) 700 390 310 79.4
REPSA 5 O (adulto) 770 420 350 83.3
Izta-Popo Q (joven) 675 410 265 64.6
Tlacotalpan1 | & (adulto) 840 455 385 84.6
Tlacotalpan 2 | & (adulto) 910 495 415 83.8
Tlacotalpan3 | @ (adulto) 880 470 410 87.2
Tlacotalpan4 | 9 (adulto) 860 475 385 81.0
Tlacotalpan 5 | & (adulto) 920 494 426 86.2
Yetla J' (adulto) 849 449 400 89.0
Tuxtlas 1 Q (joven) 773 393 380 96.6
Tuxtlas 2 3 (adulto) 810 370 440 118.9
Tuxtlas 3 3 (adulto) 828 400 428 107.0
Pefiuela Q (joven) 796 398 398 100.0
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4. — Porcentaje de color negro en la cola

Longitud de la cola

Longitud de color

Porcentaje de

Ejemplar Sexo negro de la cola color negro en la
(mm) (mm) cola (%)
Escuinapa 1 & (adulto) 420 97 23.0
Escuinapa 2 Q (joven) 350 118 33.7
Escuinapa 3 3 (joven) 310 136 43.8
REPSA 3 J (adulto) 373 154 41.2
REPSA 4 2 (adulto) 310 180 58.0
REPSA 5 Q (adulto) 350 162 46.2
Izta-Popo Q (joven) 265 115 433
Tlacotalpan1 | & (adulto) 385 152 39.4
Tlacotalpan 2 | & (adulto) 415 146 35.1
Tlacotalpan 3 | ¢ (adulto) 410 145 35.3
Tlacotalpan 4 | 9 (adulto) 385 145 37.6
Tlacotalpan 5 | & (adulto) 426 162 38.0
Yetla & (adulto) 400 186 46.5
Tuxtlas 1 Q (joven) 380 84 22.1
Tuxtlas 2 & (adulto) 440 117 26.5
Tuxtlas 3 & (adulto) 428 67 21.6
Pefiuela Q (joven) 398 90 22.6
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5. — Posicidn de la sutura maxilo-frontal con los
huesos nasal y lacrimal

Alineada con los dos

Anterior al hueso

Ejemplar Sexo huesos lacrimal
Escuinapa 1 & (adulto) X
Escuinapa 2 Q (joven) X
Escuinapa 3 3 (joven) - -
REPSA 3 & (adulto) X
REPSA 4 & (adulto) X
REPSA 5 Q (adulto) - -
Izta-Popo Q (joven) X
Tlacotalpan 1 & (adulto) X
Tlacotalpan 2 & (adulto) X
Tlacotalpan 3 Q (adulto) X
Tlacotalpan 4 Q (adulto) X
Tlacotalpan 5 & (adulto) X
Yetla & (adulto) X
Tuxtlas 1 Q (joven) X
Tuxtlas 2 & (adulto) X
Tuxtlas 3 & (adulto) X
Pefiuela Q (joven) X

105




6. — Forma de los huesos nasales

Anchos y terminan

Anchos y

Delgados y

Ejemplar Sexo en un angulo terminan en un | terminan en un
redondeado angulo agudo angulo agudo
Escuinapa 1 & (adulto) X
Escuinapa 2 Q (joven) X
Escuinapa 3 J (joven) - - -
REPSA 3 &' (adulto) X
REPSA 4 & (adulto) X
REPSA 5 Q (adulto) - - -
Izta-Popo Q (joven) X
Tlacotalpan 1 & (adulto) X
Tlacotalpan 2 & (adulto) X
Tlacotalpan 3 Q (adulto) X
Tlacotalpan 4 Q (adulto) X
Tlacotalpan 5 & (adulto) X
Yetla & (adulto) X
Tuxtlas 1 Q (joven) X
Tuxtlas 2 & (adulto) X
Tuxtlas 3 & (adulto) X
Pefiuela Q (joven) X
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7. — Forma de la extension posterior del hueso
lacrimal

Semejante a una linea

Semejante a una linea

Ejemplar Sexo curva recta
Escuinapa 1 3 (adulto) X
Escuinapa 2 Q (joven) X
Escuinapa 3 & (joven) -

REPSA 3 3 (adulto) X
REPSA 4 3 (adulto) X
REPSA 5 O (adulto) . -
Izta-Popo Q (joven) X
Tlacotalpan 1 3 (adulto) X
Tlacotalpan 2 & (adulto) X
Tlacotalpan 3 Q (adulto) X
Tlacotalpan 4 Q (adulto) X
Tlacotalpan 5 3 (adulto) X
Yetla & (adulto) X
Tuxtlas 1 Q (joven) X
Tuxtlas 2 & (adulto) X
Tuxtlas 3 3 (adulto) X
Pefiuela Q (joven) X
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8. — Extension dorsal del hueso palatino

Ejemplar Sexo Gruesa Delgada
Escuinapa 1 & (adulto) X
Escuinapa 2 Q (joven) X
Escuinapa 3 J (joven) - -
REPSA 3 & (adulto) X
REPSA 4 & (adulto) X
REPSA 5 Q (adulto) - -
Izta-Popo Q (joven) X
Tlacotalpan 1 & (adulto) X
Tlacotalpan 2 & (adulto) X
Tlacotalpan 3 Q (adulto) X
Tlacotalpan 4 Q (adulto) X
Tlacotalpan 5 & (adulto) X
Yetla & (adulto) X
Tuxtlas 1 Q (joven) X
Tuxtlas 2 & (adulto) X
Tuxtlas 3 & (adulto) X
Pefiuela Q (joven) X
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APENDICE VII

Secuencias del gen citocromo b de los tlacuaches Didelphis virginia (CNMA 45119, ASNHC 6475), D. marsupialis (CNMA 45109,
ASNHC 1280) vy Philander. opossum (CNMA 45128). Los cuadros indican los sitios de corte encontrados en los RFLPs para las enzimas

Haelll (secuencia que reconoce GG.CC; rojo) y Tagl (secuencia que reconoce T CG.A; verde).

10 20 30 40 50 60 70 80
CNMA 45119 ATGACCAATA TTCGCAAAAC ACATCCACTC ATAAAAATCA TTAATGATTC ATTCATTGAT CTACCAACAC CATCTAACAT
ASNHC 6475 ATGACCAATA TTCGCAAAAC ACATCCACTC ATAAAAATCA TTAATGATTC ATTCATTGAC CTACCAACAC CATCTAACAT
CNMA 45109 ATGACCAATA TTCGCAAAAC ACATCCACTC ATAAAAATTA TCAATGATTC ATTCATTGAC CTGCCAACAC CCTCCAACAT
ASNHC 1280 ATGACCAATA TTCGCAAAAC ACATCCACTC ATAAAAATTA TCAATGACTC ATTCATTGAC CTACCAACAC CATCCAACAT
CNMA 45128 ATGACCAACC TTCGCAAAAC ACATCCACTC ATAAAAATTA TTAATGATTC ATTTATTGAT CTACCAACAC CATCTAACAT
90 100 110 120 130 140 150 160
CNMA 45119 CTCAGCTTGA TGGAATTTTG GTTCACTATT AGGAGTGTGC CTAATTATTC AAATCCTTAC AGGCTTATTC TTAGCAATAC
ASNHC 6475 CTCAGCCTGA TGGAATTTTG GTTCACTATT AGGAGTGTGC CTAATTATTC AAATCCTCAC AGGCTTATTC TTAGCAATAC
CNMA 45109 CTCAGCTTGA TGAAATTTCG GTTCACTATT AGGAATATGC CTAATTATCC AAATCCTAAC AGGCTTATTC TTAGCAATAC
ASNHC 1280 CTCAGCTTGA TGGAATTTCG GTTCACTATT AGGAATATGC CTAATTATCC AAATCCTAAC AGGCTTATTC TTAGCAATAC
CNMA 45128 CTCAGCCTGA TGAAATTTCG GTTCACTTCT AGGAATATGC CTAATTATCC AAATCCTCAC A-TATTT TTAGCTATAC
170 180 190 200 210 220 230 240
CNMA 45119 ATTACACATC TGACACATCA ACCGCATTTT CATCAGTAGC CCATATTTGC CGAGACGTAA ATTACGGATG ACTTATCCGA
ASNHC 6475 ATTATACATC TGATACATTA ACCGCATTTT CATCAGTAGC CCATATTTGC CGAGACGTAA ACTACGGATG ACTTATCCGA
CNMA 45109 ATTATACATC AGACACACTA ACCGCATTCT CATCAGTAGC CCATATTTGC CGAGATGTAA ACTACGGATG ACTTATCCGA
ASNHC 1280 ATTATACATC AGATACACTA ACCGCATTCT CATCAGTAGC CCATATTTGC CGAGATGTAA ACTACGGATG ACTTATCCGA
CNMA 45128 ATTACACATC AGACACACTA ACAGCATTTT CATCAGTAGC CCATATCTGC CGAGATGTAA ATTACGGGTG GCTTATCCGA
250 260 270 280 290 300 310 320
CNMA 45119 AATATCCACG CCAACGGAGC ATCTATATTC TTTATATGCC TCTTCCTTCA TGTAGGACGA GGAATCTATT ACGGATCATA
ASNHC 6475 AATATCCATG CCAACGGAGC ATCTATATTC TTTATATGCC TTTTCCTTCA TGTAGGACGA GGAATTTACT ATGGATCATA
CNMA 45109 AACATCCATG CTAACGGAGC ATCTATATTC TTTATATGCC TTTTCCTCCA TGTAGGACGA GGAATCTACT ACGGATCATA
ASNHC 1280 AACATCCATG CCAACGGAGC ATCTATATTC TTTATATGCC TTTTTCTCCA TGTAGGACGA GGAATCTACT ACGGATCATA
CNMA 45128 AATATTCACG CTAATGGAGC ATCAATATTC TTTATATGCC TTTTTCTTCA CGTAGGACGA GGAATTTACT ACGGATCTTA
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330 340 350 360 370 380 390 400
CNMA 45119 CCTTTACAAA GAAACATGAA ATATTGGAGT TATCCTACTA TTAACAGTTA TAGCTACTGC ATTCGTTGGC TACGTTCTAC
ASNHC 6475 TCTTTACAAA GAAACATGAA ATATTGGAGT TATCCTACTA CTAACAGTTA TAGCTACTGC ATTCGTTGGC TACGTACTAC
CNMA 45109 TCTTTACAAA GAAACATGAA ACATTGGAGT TATTCTACTA TTAACAGTTA TAGCCACTGC ATTCGTAGGA TACGTACTAC
ASNHC 1280 TCTTTACAAA GAAACATGAA ACATTGGAGT TATTCTTCTA TTAACAGTTA TAGCCACTGC ATTCGTGGGC TACGTACTAC
CNMA 45128 TCTTTATAAA GAAACATGAA ACATTGGAGT TATCCTATTA TTAACAGTTA TAGCTACCGC ATTTGTAGGT TATGTATTAC
410 420 430 440 450 460 470 480
CNMA 45119 CATGAGGACA AATATCATTT TGAGGCGCAA CGGTTATTAC TAACTTATTA TCTGCCATCC CATATATCGG AAGTACACTA
ASNHC 6475 CATGAGGACA AATATCATTT TGAGGCGCAA CAGTTATTAC TAACCTATTA TCTGCCATCC CATATATCGG AAGTACACTA
CNMA 45109 CTTGAGGACA AATATCATTT TGAGGCGCAA CAGTTATTAC TAATCTATTA TCCGCTATCC CCTATATCGG AAATACATTA
ASNHC 1280 CTTGAGGACA AATATCCTTC TGAGGGGCAA CAGTTATTAC TAATCTATTA TCCGCTATCC CCTATATCGG AAATATATTA
CNMA 45128 CTTGAGGACA AATATCATTT TGAGGTGCAA CAGTTATTAC CAATTTATTA TCCGCCATCC CCTATATTGG AAACACATTA
490 500 510 520 530 540 550 560
CNMA 45119 GTAGAATGAA TTTGAGGAGG ATTCTCCGTT GATAAAGCTA CACTAACEEGIATTTTTTGCT TTTCACTTTA TTCTTCCATT
ASNHC 6475 GTAGAATGAA TTTGAGGAGG ATTCTCCGTT GATAAAGCTA CACTAACCCG ATTTTTTGCT TTTCACTTTA TTCTTCCATT
CNMA 45109 GTAGAGTGAA TTTGAGGAGG ATTCTCCGTT GACAAAGCCA CCCTAACCCG ATTTTTCGCA TTCCACTTTA TTCTTCCATT
ASNHC 1280 GTAGAGTGAA TTTGAGGAGG ATTCTCCGTT GACAAAGCCA CCCTAACCCG ATTTTTCGCA TTCCACTTTA TTCTTCCATT
CNMA 45128 GTAGAATGAA TCTGAGGTGG ATTTTCCGTT GACAAAGCTA CATTAACCCG ATTTTTTGCC TTTCACTTTA TTCTACCATT
570 580 590 600 610 620 630 640
CNMA 45119 CATCATTTTA GCTATAGTAG TAGTACATCT CCTATTTCTT CACGAAACAG GATCAAGCAA TCCAACA[SEEJETAGATCCCA
ASNHC 6475 CATCATTTTA GCTATAGTAG TAGTACATCT TCTATTTCTT CACGAAACAG GATCAAGCAA TCCAACA[SEEIETAGATCCAA
CNMA 45109 TATTATTCTA GCTATAGTAC TAGTACATCT TCTATTCCTA CACGAAACTG GATCAAACAA TCCAACAGEEGIETAGATCCCA
ASNHC 1280 TATTATTCTA GCTATAGTAC TAGTACATCT TCTATTCCTC CACGAAACTG GATCAAACAA TCCAACAGEEIETAGATCCCA
CNMA 45128 TATTATTATA GCTATAGCAG TAGTCCATCT TTTATTTCTC CACGAAACAG GATCAAGCAA TCCAACA[GEEIETAAACCCTG
650 660 670 680 690 700 710 720
CNMA 45119 ACTCAGATAA AATTCCATTC CACCCATACT ATACCATAAA AGATATCCTA GGCTTATTTC TAATAATTAT TATTCTTCTA
ASNHC 6475 ACTCAGATAA AATTCCATTC CACCCCTACT ATACCATAAA AGATATCCTA GGCTTATTCC TAATAATTAT TATTCTTCTA
CNMA 45109 ACTCAGATAA AATCCCATTT CATCCCTACT ATACTATCAA AGATATCCTA [QE@@TATTCC TAATGATTAT TATCCTATTA
ASNHC 1280 ACTCAGATAA AATCCCATTT CATCCCTACT ATACTATCAA AGATATCCTA GGCTTATTCC TAATGATTAT TATCCTATTA
CNMA 45128 ACTCAGATAA AATTCCATTT CATCCTTATT ATACTATTAA AGACATCTTA GGTTTACTTC TAATAGTAAT CATTCTATTA
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CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

730

TCACTAGCAA
TCACTAGCAA
TCATTAGCAA
TCATTAGCAA
TTATTAGCAA

810

TATTAAGCCA
TATCAAGCCA
TATCAAGCCA
TATCAAGCCA
CATCAAACCA

890

TATTAGCATC
TATTAGCATC
TATTAGCATC
TATTAGCATC
TACTAATATC

970

TCACAAACAC
TCACAAACTC
TCACAAACAC
TCACAAACAC
TCACAAACAC

1050

TATCACCATT
TATTACCATT
TATTTCCATT
CATCTCCATT
TATTATTATT

TATTCTCACC
TATTCTCACC
TACTCTCACC
TATTCTCACC
TATTCTCACC

GAATGGTACT
GAATGGTACT
GAATGGTATT
GAATGGTATT
GAATGATACT

CATTTTAGTA
CATTTTAGTA
CATTTTAATT
CATTTTAATT
TATTCTAGTT

TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT
TATTCTGAAT

< © cINeINe
BEBE~~TGAG
BB8E~~TGAG

GGTCAATGAG
GGTCAATGAG

740

820

900

980

1060

AGATCTTTTA
AGATCTTTTA
AGACCTTTTA
AGACCTTTTA
AGACCTCCTA

TTCTATTTGC
TTCTATTTGC
TTCTATTTGC
TTCTATTTGC
TCCTATTTGC

CTCCTAATTA
CTCCTAATTA
CTCCTTATCA
CTCCTCATTA
CTCCTTATTA

ATTAACAGCT
ATTAACAGCT
ACTAACAGCC
ACTAACCGCC
ATTAACAGTT

CCTCCATTTC
CCTCCATTTC
CCTCCATCTC
CCTCCATCTC
CCTCCATCTC

750

830

760
GGAGACCCAG ACAACTTCAC
GGAGACCCTG ACAACTTCAC
GGAGACCCAG ACAACTTTAC
GGAGACCCAG ACAACTTTAC
GGAGACCCTG ACAATTTTAC

840

770

850

CCCAGCTAAT
CCCAGCTAAT
CCCCGCTAAT
CCCCGCTAAT
TCCCGCTAAC

780

860

CCCCTCAACA
CCCCTTAACA
CCCCTTAACA
CCCCTCAATA
CCCCTCAATA

790

870

910

990

1070

CTATGCTATC
CTATGCTATC
TTATGCCATC
CTATGCCATC
ATACGCTATC

TCCCTATATT
TCCCTATATT
TACCGCTACT
TACCTTTATT
TTCCTCTACT

AACCTAATTA
AACCTAATTA
AATCTGATCA
AATCTGATCA
AACCTAATTA

CTACTTTACT
CTACTTTACT
CTACTTTACC
CTACTTTACC
CTACTTTACC
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CTACGATCAA
TTACGATCAA
CTACGATCAA
CTACGATCAA
CTACGATCAA

TCCCAAACAA ACTAGGAGGA
TCCCAAACAA ACTAGGAGGA
TTCCAAACAA ACTAGGAGGA
TTCCAAACAA ATTAGGAGGA
TCCCAAATAA ATTAGGAGGA

920

1000

1080

930
ACATACATCA ACCCAACGAA
ACATACATCA ACCCAACGAA
ACACACATCA ACCCAACGAA
ACACACATCA ACCCAACGAA
TCATACATCA ACCCAACGAA

1010
TCCTTACCTG AATTGGAGGA
TCCTGACCTG AATCGGAGGA
TTCTTACCTG AATCGGAGGG
TCCTTACCTG AATCGGGGGG
TCCTTACTTG AATTGGAGGA

1090

940

1020

1100

GCATGGCATT
GCATGGCATT
GCATGATATT
GTATAATATT
GTATAGCATT

CAACCAGTAG
CAACCAGTAG
CAACCAGTAG
CAACCAGTAG
CAACCAGTAG

950

1030

1110

800
CCCCACCTCA
CCCCGCCTCA
CCCCACCTCA
CCCCACCTCA
CCCCACCTCA

880
GTTTTAGCCC
GTTTTAGCCC
GTTTTAGCCC
GTTTTAGCCC
GTTTTAGCCC

960
CCGACCCATC
CCGACCCATC
TCGACCTATC
TCGACCTATC
CCGACCAATT

1040
AACAACCCTA
AACAACCCTA
AGCAACCTTA
AGCAACCTTA
AGCAACCATA

1120

ATTATTATCA
ATTATCATCA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA

TCCTCATACC
TCCTTATACC
TTCTTATACC
TTCTTATACC
TTCTCATACC

TCTAGCAGGA ATACTAGAAA
TCTAGCAGGA ATACTAGAAA
CCTAGCAGGA GCACTAGAAA
CCTAGCAGGA ACACTAGAAA
CTTAGCAGGT ATATTAGAAA



CNMA 45119
ASNHC 6475
CNMA 45109
ASNHC 1280
CNMA 45128

1130

ACCATATACT
ACTATATACT
ACTACATATT
ACTACATATT
ACTACATACT

AAAACCAAAA
AAAACCAAAA
AAAACCAAAA
AAAACCAAAA
AAAACCAAAA

1140

TTTCCATAA
TTTCCATAA
TTCCCATAA
TTCCCATAA
TTCCCATAA
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APENDICE VIII
Lista de sinapomorfias que definen los clados principales del género Didelphis utilizando

secuencias de 1139 pb del gen citocromo b. ts = transiciones (A €< G, C <& T); tv =
transversiones (A < T, A< C,G & T,G-> Q).

1) Clado Didelphis virginiana

No. Nucleétido Substitucion Tipo No. Nucledtido Substitucion Tipo
1 99 C->T ts 22 678 T>A tv
2 117 A->G tv 23 694 C->T ts
3 171 A>T tv 24 717 A>T tv
4 178 C->T ts 25 786 C->T ts
5 189 C>T ts 26 862 T->C ts
6 342 C>T ts 27 883 C->T ts
7 375 C>T ts 28 900 T>A tv
8 387 G>T tv 29 906 T>A tv
9 444 T->C ts 30 912 A->C tv
10 473 A->G ts 31 916 C>A tv
11 478 T->C ts 32 946 A->G ts
12 513 C>T ts 33 982 C>T ts
13 537 C->T ts 34 990 C->T ts
14 540 A>T tv 35 1053 T->C ts
15 543 C>T ts 36 1068 C>T ts
16 561 T->C ts 37 1080 C>T ts
17 600 C->T ts 38 1089 T->C ts
18 617 A->G ts 39 1101 CoT ts
19 654 C->T ts 40 1143 CoT ts
20 663 T->C ts
21 675 T->C ts
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2) Clado Didelphis albiventris-D. marsupialis

No.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Nucledtido Substitucion

39

48

75

138

216

225

243

354

402

435

456

462

486

519

564

568

597

609

639

660

714

C->T

T->C

T->C

C>A

C->T

C->T

T->C

C->T

A>T

C->T

C->T

A->C

A->G

T->C

C->T

T->C

T->C

A>T

A->C

C->T

T->C

Tipo
ts
ts
ts
tv
ts
ts
ts
ts
tv
ts
ts
tv
ts
ts
ts
ts
ts
tv
tv
ts

ts
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No.

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Nucledtido

724

774

819

837

852

898

942

947

951

957

993

996

1032

1038

1129

Substitucion

C->T

A->C

C->T

T->C

C->T

G2>A

C->T

C->T

C->T

C->T

C>T

A->G

A->G

C>T

C>T

Tipo
ts
tv
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts
ts

ts



3) Clado Didelphis marsupialis

No. Nucleétido Substitucién  Tipo

1 42 T->C ts
2 63 A->G ts
3 115 G-2>A ts
4 129 T->C ts
5 285 T->C ts
6 288 T->C ts
7 522 A->C tv
8 678 T->C ts
9 718 C->T ts
10 789 C->T ts
11 924 T->C ts
12 987 A->C tv
13 999 T->C ts
14 1014 T->C ts
15 1020 A->G ts
16 1041 T->C ts
17 1045 A>T ts
18 1092 C->T ts
19 1112 T->C ts
20 1125 T->C ts
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APENDICE IX

Lista de sinapomorfias que definen los clados principales del género Didelphis utilizando
secuencias de 657 pb del gen citocromo oxidasa ¢ subunidad I. ts = transiciones (A <> G,
C &> T); tv=transversiones (A <& T, A C G & T,G-> Q).

1. Clado Didelphis virginiana

No.

1

10

11

12

13

14

15

16

17

Nucledtido

58

60

72

75

147

162

201

238

247

263

265

304

407

418

424

428

433

Substitucion

C->T

C>A

A->G

T->C

A->G

T>A

T->C

A->C

C->T

C->T

T>A

C>A

C->T

T->C

T->C

T->C

A->G

Tipo

ts

tv

ts

ts

ts

tv

ts

tv

ts

ts

tv

tv

ts

ts

ts

ts

ts
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No.

18

19

20

21

22

Nucledtido

502

556

616

640

652

Substitucion

A->G

T->G

T->C

T->C

C->T

Tipo
ts
tv
ts
ts

Ts



2. Clado Didelphis albiventris-D. marsupialis 3. Clado Didelphis marsupialis

No. Nucledtido  Substitucion  Tipo No. Nucleétido  Substitucion Tipo
1 37 G->A ts 1 141 T->C ts
2 38 T->C ts 2 183 C->G tv
3 55 C>A tv 3 274 A->G ts
4 150 T->C ts 4 319 T->C ts
5 183 A->C tv 5 328 T>A tv
6 287 C>T ts 6 385 T->C ts
7 364 C>T ts 7 547 T->C ts
8 391 C>T ts 8 646 T->C ts
9 397 T->C ts
10 436 T->C ts
11 472 C>A tv
12 542 C>T ts
13 553 A>T tv
14 577 A->G Ts
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