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RESUMEN

El raton tlacuache (Tlacuatzin canescens Allen, 1893 ) es un marsupial endémico de México
cuya biologia ha sido escadamente estudiada. EI objetivo general de este trabajo fue documentar la
historia evolutiva de este taxon y describir la diversidad genética de sus poblaciones. En el Capitulo
I se examinaron secuencias de DNA para probar su exclusividad y evaluar las relaciones
genealdgicas entre sus poblaciones y con especies de géneros cercanamente relacionados.
Asimismo, se realizd el analisis morfométrico de variables craneo-dentales para distinguir
fenotipicamente los clados obtenidos en el andlisis filogenético. Los resultados apoyaron la
exclusividad de Tlacuatzin y revelaron que este género estd formado por cinco clados bien
diferenciados tanto morfologica como molecularmente. El analisis de reloj molecular relajado
reveld que la diversificacion de especies de este género empezo6 hace 2.35 millones de ainos durante
el Pleistoceno temprano y término en el Pleistoceno tardio hace 0.19 millones de afios en respuesta a
los cambios ambientales y a la presencia de barreras geograficas. Como resultado, se propusieron
cambios en la taxonomia del género que incluyen el reconocimiento de 7. gaumeri, T. insularis y T.
sinaloae como especies validas y la descripcion de una nueva especie 7. balsasensis. Nuestros
resultados apoyan la hipdtesis de que Tlacuatzin es el grupo hermano del clado formado por
Marmosa y Monodelphis. En el Capitulo II se documentd la diversidad genética de las cinco
especies del género Tlacuatzin utilizando secuencias de DNA mitocondrial y microsatélites. Se
hicieron analisis de demografia historica y diferenciacion genética. Los andlisis revelaron que las
cinco especies despliegan niveles altos de diversidad genética. Los andlisis de demografia historica
sugieren que esta diversidad es consecuencia de un crecimiento poblacional rapido a partir de un
tamaflo poblacional pequefio, mientras que los andlisis de diferenciacion revelaron que existe una
fuerte estructuracion genética dentro del género. En el Capitulo III se utilizo la herramienta del
codigo de barras para documentar las diferencias genéticas que existen entre las cinco especies que
conforman el género Tlacuatzin y entre este taxon y los demas tlacuaches mexicanos. La
divergencia genética documentada entre los clados de Tlacuatzin fue mayor al 2%, similar a la
reportada en las comparaciones interespecificas, lo que corrobor6 que estos clados deben ser
reconocidos como especies diferentes. El andlisis de distancias genéticas identifico correctamente la
identidad taxonémica de las especies morfologicamente similares, D. virginiana, D. marsupialis, T.
canescens y M. mexicana. Se documentan todas las especies de marsupiales que se distribuyen en
Meéxico. Los resultados obtenidos en este trabajo tienen consecuencias importantes para la

implementacion de acciones para la conservacion de las especies de Tlacuatzin.

Palabras clave: andlisis filogenético, cdédigo de barras, Didelphimorphia, DNA mitocondrial,

marsupial, microsatélites, morfometria



ABSTRACT

The gray mouse opossum (7lacuatzin canescens Allen, 1893) is a poorly known marsupial
endemic to México. The aim of this research was to document the evolutionary history of this taxon
and describe the genetic diversity of its populations. In Chapter I, we examined DNA sequences to
test the exclusivity of 7. canescens and assess the relationships among its populations and with
species of closely related genera. In addition, we performed morphometric analyses of cranio-dental
variables to assess phenotypic distinctiveness of mitochondrial clades. Our results supported the
exclusivity of Tlacuatzin and revealed that this taxon is divided into five well-differentiated clades.
The relaxed molecular clock analyses suggested that the species diversification of this genus began
2.35 million years ago during the early Pleistocene and finished in the late Pleistocene 0.19 millions
of years ago in response to climatic changes and the presence of geographical barriers. We
proposed changes in the current taxonomy of the genus Tl/acuatzin, which include the recognition of
T. gaumeri, T. insularis, and T. sinaloae as valid species and the description of a new species, T.
balsasensis. Our results supported that Tlacuatzin is the sister group of the clade conformed by
Marmosa and Monodelphis. In Chapter II we documented the genetic diversity of the five species
of the genus Tlacuatzin using mitochondrial DNA and microsatellites. We performed analyses of
historical demography and genetic differentiation. Our results revealed that the five species display
high levels of genetic diversity. The historical demography analyses suggested that this diversity
was consequence of a rapid population growth from a small population size, while the
differentiation analyses supported a strong genetic structure within this genus. In Chapter III we
used DNA barcoding to document the genetic differences among the five species that conform the
genus Tlacuatzin, and among this taxon and other Mexican marsupials. The genetic divergence
documented among the five clades of Tlacuatzin was higher than 2%, similar to those reported for
interspecific comparisons which supported that these clades should be recognized as different
species. The NJ analysis correctly identified the taxonomic identity of morphologically similar
species, D. virginiana, D. marsupialis, T. canescens, and M. mexicana. We documented the
presence of the nine species of marsupials distributed in México. Our results have important

consequences to implement actions for the conservation of the Tlacuatzin species.

Key words: phylogenetic analyses, DNA barcoding, Didelphimorphia, mitochondrial DNA,

marsupial, microsatellites, morphometrics



INTRODUCCION GENERAL

Los mamiferos tradicionalmente se han dividido en tres grupos: Prototheria, que incluye a los
mamiferos nacidos de huevo; Metatheria, que retine a todos marsupiales; y Eutheria, que comprende
a los mamiferos placentados (Svartman 2009). Los marsupiales, ademas de poseer las
caracteristicas tipicas de un mamifero como son el pelo y las glandulas mamarias, se distinguen por
tener un desarrollo intrauterino muy corto que es completado en el exterior de la madre, en una
bolsa abdominal llamada marsupio, aunque algunas especies carecen del mismo (Svartman 2009;
Vaughan et al. 2010). Este grupo incluye mas de 330 especies que se distribuyen tanto en América
(Ameridelphia) como en Australasia (Australidelphia; Springer et al. 1994; Meredith et al. 2009).
Actualmente, se reconocen siete oOrdenes, de los cuales Dasyuromorphia, Diprotodontia,
Notoryctemorphia y Peramelemorphia se distribuyen en la region australiana, mientras que
Microbiotheria, Paucituberculata y Didelphimorphia evolucionaron en el nuevo mundo (Meredith et

al. 2009; Abello 2013).

Dentro de los marsupiales americanos, el orden Microbiotheria estd representado por una sola
especie (Dromiciops gliroides), mientras que el orden Paucituberculata agrupa a seis especies en tres
géneros (Caenolestes, Lestoros y Rhyncholestes). Ambos 6rdenes son considerados relictos en la
fauna actual debido al escaso nimero de especies que contienen y a lo restringido de su distribucion
geografica (Voss y Jansa 2009). En contraste, el Orden Didelphimorphia agrupa a la mayor parte de
los marsupiales del continente americano, aproximadamente 100 especies en 19 géneros (Jansa et al.
2013), por lo que ocupa el tercer lugar en riqueza de especies dentro de la fauna mastozoolodgica
Neotropical después de roedores y quirdpteros (Catzeflis et al. 1997). Los didelfimorfios
representan al orden mas antiguo de la Infraclase Metatheria, apareciendo en el registro fosil del
Cretacico tardio de Norteamérica, por lo que sus integrantes son considerados la base de la radiacion

de los marsupiales actuales (Patton et al. 1996).

Los didelfimorfios de la familia Didelphidae se caracterizan por tener un hocico largo y
puntiagudo, cinco dedos en cada una de sus patas, pulgar oponible y sin ufia en las patas traseras,
cola desnuda y prensil y un marsupio que puede tener diferentes grados de desarrollo (Villa y
Cervantes 2003; Vaughan et al. 2010). Estos marsupiales son solitarios y nocturnos y la mayoria
son de habitos escansoriales y omnivoros (Vaughan et al. 2010). La distribucion geografica de los

didelfimorfios se extiende desde el sureste de Canadd hasta la Patagonia (Arcangeli y Cervantes
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2009). La mayoria de las especies se encuentran confinadas a los ambientes tropicales en tierras
bajas, siendo muy pocas las que se han podido establecer en ambientes templados y a grandes
altitudes (Jansa et al. 2013). Asimismo, estos mamiferos despliegan una amplia variedad de
estrategias adaptativas, lo que les permiten ocupar una gran diversidad de nichos ecologicos,

presentes en casi todos los habitats desde el desierto hasta el bosque tropical (Fonseca 2003).

Actualmente, existen pocas revisiones taxonoémicas que reflejen el conocimiento actual sobre
las relaciones evolutivas de los didélfidos (Voss y Jansa 2003; Fig. 1). Sin embargo, existen
evidencias contundentes, tanto morfologicas como moleculares, que apoyan: 1) la monofilia de la
subfamilia Didelphinae; 2) la monofilia de los didelfimorfios de talla grande y nimero diploide de
22 cromosomas (2n = 22); 3) una relacion de grupo hermano entre Marmosa y Monodelphis; y 4) un
grupo que incluye a Thylamys, Lestodelphys y Gracilinanus (Reig et al. 1987; Kirsch et al. 1995;
Patton et al. 1996; Voss y Jansa 2003). En contraste, las relaciones filogenéticas de algunos taxones
como Tlacuatzin no estan bien definidas aunque se sabe que este género estd estrechamente

relacionado con Marmosa y Monodelphis (Voss y Jansa 2009).

El orden Didelphimorphia esta representado en México por nueve especies y siete géneros,
todos ellos incluidos dentro de la familia Didelphidae (Ramirez-Pulido et al. 2014).  Estos
mamiferos se conocen con el nombre de tlacuaches o zariglieyas y estan presentes en casi todo el
pais excepto en la Peninsula de Baja California y la Meseta Central (Villa y Cervantes 2003). La
mayoria de las especies que se distribuyen en México estan restringidas a los ambientes tropicales y
himedos del sureste, sin embargo, el tlacuache de Virginia (Didelphis virginiana) y el raton
tlacuache (Tlacuatzin canescens) estan adaptados a los ambientes templados y secos del centro y
oeste del pais (Gardner 1973; Voss y Jansa 2003). Por otra parte, Tlacuatzin es un género endémico
y monotipico de México cuya biologia ha sido escasamente estudiada y que muestra caracteristicas
biolodgicas, ecoldgicas y evolutivas distintivas, entre las que destaca la distribucion disyunta de sus

poblaciones en el oeste de México y la Peninsula de Yucatan (Voss y Jansa 2003, 2009).



Figura 1.—Relaciones filogenéticas del Orden Didelphimorphia con base en cinco genes nucleares
(modificada de Voss y Jansa 2009; Jansa et at. 2013). Los valores de bootstrap de los analisis de
maxima parsimonia (MP), méxima verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (IB) se indican en
cada nodo. Para MP y MV el color negro indica valores de bootstrap > 75%. Para IB el negro
indica una probabilidad posterior > 0.95. En el recuadro se muestra la ubicacion del raton tlacuache
Tlacuatzin canescens.



Tlacuatzin canescens Allen, 1893

El raton tlacuache o tlacuachin, Tlacuatzin canescens, es el marsupial mas pequeiio que se
distribuye en México, similar a un raton y pesa entre 38 y 60 g (Zarza et al. 2003); se caracteriza por
un pelaje dorsal de color gris a canela con una mascara de color negro alrededor de los 0jos mientras
que el vientre es de color crema; las orejas son grandes redondas, de color blanco y sin pelo; y la
cola es prensil, desnuda excepto en la base y ligeramente bicolor en su parte distal (Zarza et al.
2003; Arcangeli et al. 2013; Fig. 2). Las hembras carecen de marsupio, sin embargo, poseen una

capa de pelo en la region ventral donde las crias terminan su desarrollo (Ceballos y Miranda 2000).

Figura 2.—Raton tlacuache (Tlacuatzin canescens) en la Estacion de Biologia Chamela, Instituto de
Biologia, UNAM, en Jalisco, México (fotografia: J. Arcangeli).

Originalmente, 7. canescens estuvo clasificado dentro del género Marmosa; sin embargo, tras
un andlisis combinado de datos moleculares y morfologicos se encontrd que divergia
considerablemente de las otras especies del género, por lo que fue removido y clasificado en un
nuevo género, cuyo nombre hace referencia al vocablo ndhuatl para referirse a un tlacuache (Voss y
Jansa 2003). Tlacuatzin canescens se distingue de los ratones tlacuache del género Marmosa, con
los que converge morfologicamente, en primer lugar por su tamafio ya que Tlacuatzin es un poco
mas pequeiio (Fig. 3; Zarza et al. 2003). Asimismo, la presencia de un proceso postorbital, una
fenestra accesoria a cada lado del molar superior dos y la ausencia de un proceso rostral en la

premaxila de Tlacuatzin, hacen que su craneo sea corto y robusto, mientras que el de M. mexicana
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es largo y angosto (Fig. 4; Voss y Jansa 2003, 2009; Vazquez 2011). Ademas, el nimero
cromosomico de Marmosa es 2n = 14, mientras que el de Tlacuatzin es 2n = 22 (Biggers et al. 1965;

Engstrom y Gardner 1988; Svartman 2009).

Figura 3.—Vista dorsal ejemplares de museo de tres especies de ratones tlacuache (de arriba a
abajo): Tlacuatzin canescens (National Museum of Natural History; NMNH 512187), Marmosa
mexicana (NMNH 329396) y Marmosa murina (NMNH 584463 fotografia J. Arcangeli).

El tlacuachin se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta
Chiapas a través de la cuenca del Rio Balsas y hasta la costa este de México, en la Peninsula de
Yucatan y en el archipiélago de las islas Tres Marias frente a las costas de Nayarit (Voss y Jansa
2009; Guzman-Soriano et al. 2013; Gonzélez-Christen y Rodriguez 2014; Fig. 5). Tlacuatzin
canescens es un componente distintivo de la fauna de la selva baja caducifolia, tanto del Pacifico
como de la Peninsula de Yucatan, aunque también se le puede encontrar en una gran variedad
habitats que van desde el bosque de pino-encino hasta el matorral xeréfilo (Voss y Jansa 2003;
Hernéndez-Cardona et al. 2007; Monroy-Vilchis et al. 2011). En el Pacifico, este marsupial
cohabita con un gran numero de mamiferos endémicos, entre los que destacan: la musarafia
Megasorex gigas, el murciélago Musonycteris harrisoni, los ratones Hodomys alleni, Osgoodomys
banderanus, Peromyscus perfulvus y Xenomys nelsoni y el zorrillo Spilogale pygmaea. En
contraste, en la Peninsula de Yucatdn comparte distribucion con algunas especies propias de la
region por ejemplo, el ratobn Otonyctomys hatti y el venado tamazate Mazama pandora (Villa y

Cervantes 2003; Voss y Jansa 2003).



Figura 4.—Vista ventral del craneo de los ratones tlacuache Marmosa mexicana (izquierda;
Coleccion Mastozoologica del Colegio de la Frontera Sur en San Cristébal de las Casas; ECO-SC-M
4137) y Tlacuatzin canescens (derecha; Coleccion Nacional de Mamiferos; CNMA 43132). Las
flechas sefalan la fenestra adicional en 7. canescens y el proceso rostral en M. mexicana (fotografias
J. Arcangeli).
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Figura 5.—Distribucion geografica del raton tlacuache (Tlacuatzin canescens) en México,
mostrando los limites de las subespecies actualmente reconocidas (modificada de Zarza et al. 2003;
Ramirez-Pulido et al. 2014).



Los tlacuachines se refugian en arboles huecos, madrigueras hechas en el suelo y en nidos
abandonados de aves (Zarza et al. 2003); son de habitos omnivoros y su dieta consiste
principalmente de insectos y frutos, razéon por la cual desempefian un papel importante como
dispersores de semillas y control biolégico de plagas, ocasionalmente pueden alimentarse de
pequefios vertebrados como lagartijas (Zarza et al. 2003); se reproducen todo el afio y llegan a tener
hasta 14 crias (Ceballos 2014). Tlacuatzin canescens es una especie abundante, capaz de sobrevivir
en ambientes severamente perturbados (Herndndez-Cardona et al. 2007). Actualmente, se
reconocen tres subespecies: 7. c. canescens a lo largo de la costa del Pacifico; 7. c. gaumeri al norte

de la Peninsula de Yucatan y 7. c. insularis en las islas Tres Marias (Ramirez-Pulido et al. 2014).

La mayoria de los trabajos publicados sobre 7. canescens se han concentrado en estudiar su
ecologia y poco se sabe sobre su historia evolutiva y la diversidad genética de sus poblaciones
(Zarza et al. 2003; Ceballos 2014). Ademas, son escasos los trabajos de este tipo en mamiferos
mexicanos y se encuentran dirigidos a los grupos con mayor diversidad en el pais, roedores y
quiropteros (Sullivan et al. 1996; Ledn-Paniagua et al. 2007; Ortega et al. 2009). El estudio de la
historia evolutiva de T. canescens permitiria conocer como fue el proceso de diversificacion de este
taxon en México, mientras que el andlisis de la diversidad genética de sus poblaciones permitiria
determinar el estado de conservacion de la especie, asi como identificar poblaciones vulnerables y

proponer acciones para su conservacion (Esteva et al. 2011; Frankham et al. 2010).

Historia evolutiva

La filogeografia es la disciplina que estudia la distribucion de los linajes genealdgicos en el
tiempo y en el espacio, partiendo de la idea de que la mayoria de las especies exhiben cierto grado
de estructura genética asociada con la geografia (Avise 2000; Vazquez-Dominguez 2007).
Actualmente, los estudios filogeograficos se basan en el analisis de secuencias de DNA mitocondrial
para encontrar patrones que puedan describir eventos historicos como la fragmentacion de habitats o
expansion del rango de distribucion de las especies (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez
2009). Dichos patrones son el resultado de la presencia de barreras geograficas y procesos
paleoclimaticos que originan tanto el aislamiento geografico de las poblaciones naturales como la
divergencia genética de las mismas (Balloux y Lugon-Moulin 2002). Por ejemplo, las especies con

distribuciones geograficas muy amplias y poca vagilidad, en general presentan patrones



filogeograficos particulares, como son la diferenciacion de haplogrupos y la presencia de alopatria
(Hernandez-Romero 2016). Asociado con lo anterior, se puede hipotetizar que los cambios
climaticos del pasado y la compleja historia geoldgica de México tengan un efecto sobre la
distribucion geografica de muchas de las especies que se distribuyen en el pais (Fernandez et al.

2012).

Estudios filogeograficos en diferentes taxones mexicanos han mostrado coincidencia entre los
limites geograficos de los clados filogenéticos coinciden y la presencia de barreras geograficas (por
ejemplo, Devitt 2006; Light et al. 2015). De tal manera que, algunos patrones que se han observado
son, que en la costa del Pacifico algunos clados filogenéticos estan aislados por la presencia del Eje
Volcanico Transversal y la Sierra Madre del Sur (Amman y Bradley 2004; Ortega et al. 2009),
mientras que en el sureste el limite geografico de otros clados es el Istmo de Tehuantepec, una
barrera geografica importante para los mamiferos pequefios (Léon-Paniagua et al. 2007; Vazquez-
Dominguez et al. 2009). Asimismo, algunos autores han propuesto que los cambios climaticos que
ocurrieron durante el Pleistoceno son la causa principal de la diversificacion a nivel especifico de
ciertos mamiferos (Sullivan et al. 1996). Por lo tanto, es de esperar que las caracteristicas
paleoclimaticas hayan influido en el raton tlacuache produciendo patrones similares. Sin embargo,
este marsupial no ha sido estudiado desde esta perspectiva. Asimismo, se desconoce el impacto que

los eventos historicos pudieran tener en la diversidad genética de 7. canescens.

Diversidad genética

La diversidad genética de una especie esta directamente relacionada con la adecuacion y la
capacidad de adaptacion de la misma (Frankham et al. 2010). Usualmente, la diversidad genética se
evalua utilizando marcadores moleculares como el DNA mitocondrial y loci de microsatélites ya
que éstos possen altos niveles de variacion, lo que permite determinar parametros demograficos

historicos y actuales (Sunnucks 2000).

Entre los genes mitocondriales mas utilizados se encuentran el citocromo-b (Cyt-b) y el
citocromo oxidasa subunidad I (Cox/), los cuales han sido ampliamente utilizados en mamiferos
silvestres, como roedores y quirdpteros (Bradley y Baker 2001; Borisenko et al. 2008). Estos genes
han sido utilizados para estimar la variacion genética en tlacuaches del Orden Didelphimorphia y

para evaluar hipdtesis filogenéticas entre taxones estrechamente relacionados, aunque no han sido

10



utilizados en 7. canescens (Cervantes et al. 2010; Sousa et al. 2012; Voss et al. 2014). En contraste,
los microsatélites han sido ampliamente utilizados para describir la diversidad genética de los
marsupiales australianos, mientras que en los marsupiales americanos han sido escasamente
empleados aunque existen microsatélites aislados para varios géneros, entre ellos Tlacuatzin
(Samollow et al. 2004; Fike et al. 2009; Eldridge 2010; Arcangeli et al. 2013). De hecho, durante el
diseiio de los microsatélites para el tlacuachin se encontr6é que exhibia niveles de diversidad de bajos
a moderados (Arcangeli et al. 2013). Sin embargo, el ensayo incluyé un niimero limitado de
ejemplares, por lo que se podria estar subestimando la diversidad genética de Tlacuatzin. Por tal
motivo, es necesario evaluar a detalle la variacion genética de este género utilizando varios
marcadores moleculares, con el fin de evaluar adecuadamente su diversidad y estructura genéticas
actuales e historicas. Asimismo, el conocimiento de la diversidad genética presente en 7. canescens
es un componente clave para la implementacion de acciones de conservacion para esta especie en un

ecosistema amenzado como la selva baja caducifolia.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue documentar la historia evolutiva de 7. canescens y
describir la diversidad genética de sus poblaciones con abse en el andlisis de secuencias de DNA
mitocondrial, microsatélites, asi como y morfometria. Con este fin, el presente trabajo se dividio en

tres capitulos:

CAPITULO 1. “Molecular and morphological evidences of the diversification in the Grayish
mouse opossum, 7Tlacuatzin canescens (Didelphimorphia), with description of a new species”. El
objetivo de este capitulo fue investigar el origen y la diversificacién de este taxon utilizando

evidencia morfoldgica y molecular.

CAPITULO II. “Genética poblacional del raton tlacuache (Tlacuatzin canescens) evaluada
con DNA mitocondrial y microsatélites”. El objetivo del capitulo fue documentar la diversidad

genética de las poblaciones de esta especie a lo largo de su distribucion.

CAPITULO III: “DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia)”. El
objetivo de este capitulo fue caracterizar a las especies de tlacuache que se distribuyen en México a

través del uso del locus del codigo de barras.
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CarituLo 1

Molecular and morphological evidence of the diversification in the gray mouse opossum,
Tlacuatzin canescens (Didelphimorphia), with description of a new species
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Supplementary Data S1. Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids
and within Grayish mouse opossum (7lacuatzin canescens) based on a partitioned analysis of the
cytochrome-b gene. Maximum Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support values are
indicated by filled circles at nodes, with ML on left and BI on the right. For ML white indicates
nodal support < 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black indicates nodal
support > 75%. For BI, gray indicates nodal support < 0.95 and black indicates nodal support > 95.
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Supplementary Data S2. Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids
and within Grayish mouse opossum (7/acuatzin canescens) based on a partitioned analysis of the
interphotoreceptor retinoide gene. Maximum Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support
values are indicated by filled circles at nodes, with ML on left and BI on the right. For ML white
indicates nodal support < 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black
indicates nodal support > 75%. For BI, gray indicates nodal support < 0.95 and black indicates
nodal support > 95.
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Supplementary Data S3. Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids
and within Grayish mouse opossum (7/acuatzin canescens) based on a concatenated and partitioned
analyses of two genes (cytochrome-b and interphotoreceptor retinoid-binding protein). Maximum
Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support values are indicated by filled circles at nodes,
with ML on left and BI on the right. For ML white indicates nodal support < 50%, grey indicates
nodal support between 50 and 75%, and black indicates nodal support > 75%. For BI, gray indicates
nodal support < 0.95 and black indicates nodal support > 95.
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CarituLo I1
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RESUMEN

Desde el punto de vista filogenético el género Tlacuatzin es un grupo monofilético
compuesto por cinco clados bien diferenciados tanto genética como morfolégicamente. A
pesar de que existen numerosos trabajos sobre su biologia, la diversidad genética de sus
poblaciones ha sido escasamente estudiada con marcadores moleculares. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue documentar la diversidad genética de este taxdn con base en
DNA mitocondrial y microsatélites. La diversidad genética del gen mitocondrial
citocromo-b se evalio mediante el numero de haplotipos y el célculo de las diversidades
haplotipica y nucleotidica; mientras que la variacion genética de los microsatélites se
evalud por medio del nimero de alelos, alelos nicos, su frecuencia y la heterocigosidad.
Adicionalmente, se hicieron analisis de demografia historica y diferenciacion poblacional

para conocer algunas caracteristicas de la estructura poblacional. Los resultados mostraron
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altos niveles de diversidad en los clados filogenéticos, asi como una alta diferenciacion
genética (estructura poblacional) entre clados. Asimismo, los andlisis de demografia
historica sugieren un crecimiento poblacional rapido a partir de un tamafio poblacional
pequeio. Asi, nuestros resultados apoyan los cambios nomenclaturales sugeridos para el
género en el capitulo I, por lo que se cumplio el objetivo de documentar la diversidad

genética de este marsupial utilizando DNA mitocondrial y microsatélites.

Palabras clave: didelphimorphia, endémico, diversidad genética, marcadores moleculares,

marsupial, México

ABSTRACT

The gray mouse opossum (7lacuatzin canescens) form a monophyletic group that is
composed of five clades well differentiated both morphologically and genetically.
Although there are several studies about the biology of these marsupials, the genetic
variation of their populations had been poorly studied using molecular markers. Therefore,
the aim of the present chapter was to document the genetic diversity of this taxon base on
DNA mitochondrial and microsatellites.  Genetic diversity of the mitochondrial
cytochrome-b gene was evaluated through the number of haplotypes and the haplotype and
nucleotide diversities, while the genetic variation in microsatellites was assessed through
the number of alleles, unique alleles, frequency and heterozygosity. In addition, we
performed analyses of historical demography and genetic differentiation to document
several characteristics of the population structure. The results showed high levels of
diversity in the five clades, as well as a high genetic differentiation (population structure)
among them. Likewise, historical demograhy analyses suggested rapid population growth
from a small population size. Thus, our results support the nomenclatural chages suggested
for the genus in Chapter I, and therefore, the ojetive of documenting the genetic diversity of

this marsupial using mitochondrial DNA and microsatellites was fulfilled.

Key words: didelphimorphia, endemic, genetic diversity, marsupial, México, molecular

markers
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La diversidad genética es un componente clave en la conservacion de las especies ya
que es un indicador de su estado de conservacion, el cual estd directamente relacionado con
la adecuacion y la capacidad de las especies para adaptarse a un ambiente en constante
cambio (Frankham et al. 2010; Villalobos y Mendoza-Vega 2010). Es decir, las especies
con una variabilidad genética alta podran adaptarse mejor y dejar mas descendientes,
mientras que en especies con una diversidad genética baja la adaptacion serd limitada
aumentado el riesgo de extincion (Firestone et al. 2000). Tal es el caso del tigre de
Tasmania (Thylacinus cynocephalus), el cual exhibia niveles de diversidad genética muy

bajos antes de su extincion (Menzies et al. 2012).

Usualmente, la diversidad genética de una especie se evalua utilizando marcadores
moleculares, entre los que destacan por sus caracteristicas el DNA mitocondrial y los
microsatélites, los cuales brindan informacion sobre los parametros poblacionales,
genéticos y demograficos (Sunnucks 2000). El DNA mitocondrial es una molécula circular
que se hereda a través del linaje materno y que tiene una tasa de mutacion muy elevada;
razon por la cual, es ampliamente utilizado para documentar la variacion intraespecifica
(Sunnucks 2000; Renteria 2007; Nabholz et al. 2008). Esta variacion se evaltia en relacion
al numero de haplotipos, el nimero de sitios en donde existe una mutacidon (sitios
segregados) y el numero de nucleodtidos que son diferentes entre dos secuencias (diversidad
nucleotidica; Hamilton 2009). Asimismo, este marcador molecular es de mucha utilidad
para inferir las relaciones filogenéticas entre especies estrechamente relacionadas o evaluar

hipdtesis filogeograficas (Pifero et al. 2008).

Entre los genes mitocondriales mas utilizados se encuentra en gen citocromo-b
(Cytb), el cual ha sido exitosamente amplificado en mamiferos silvestres, particularmente
en roedores y quirdpteros (Bradley y Baker 2001). De igual forma, este marcador ha sido
utilizado en los otros grupos, como el Orden Didelphimorphia, especificamente los géneros
Monodelphis y Marmosa (Pavan et al. 2014; Voss et al. 2014). Adicionalmente, en el
género Didelphis se ha empleado el gen citocromo oxidasa subunidad I para documentar la
variacion genética presente en D. virginiana, D. marsupialis y D. albiventris (Cervantes et
al. 2010; Sousa et al. 2012). Asimismo, la regiéon control de la mitocondria ha sido

utilizada para evaluar la diversidad genética de algunos marsupiales australianos, por
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ejemplo los canguros del género Macropus (Eldridge 2010; Neaves et al. 2010). Por lo
tanto, el DNA mitocondrial ha sido de gran utilidad en el estudio de la genética poblacional

de los marsupiales del Nuevo y del Viejo Mundo.

Los microsatélites son secuencias cortas, de dos a seis nucledtidos, que se repiten en
tandem un numero elevado de veces y que estan delimitadas por secuencias altamente
conservadas (Gonzalez 2003; Akemi et al 2012). Los microsatélites presentan una tasa de
mutacion muy alta y son marcadores codominantes que siguen los patrones de herencia
mendeliana (Akemi et al. 2012; Oliveira et al. 2000). Entre sus principales aplicaciones se
encuentra la de describir la diversidad genética de una especie, lo que se hace en términos
del polimorfismo, la frecuencia de los alelos y la heterocigosidad esperada (Hg, Frankham
et al. 2010,. Los microsatélites pueden revelar la estructura poblacional de las especies e
identificar cuellos de botella, hibridacion entre especie o depresion por endogamia

(Gonzélez 2003; Akemi et al 2012).

Existen un gran ntimero de trabajos que evaltan la diversidad genética de mamiferos
silvestres a través de los microsatélites. En lo que concierne a los marsupiales, este grupo
ha sido ampliamente estudiado en la region australiana siendo las especies mas
carismaticas, como el demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), en las que mas se ha
aplicado esta herramienta (Eldridge 2010). En contraste, los marsupiales del continente
americano han sido poco estudiados con este marcador molecular aunque existen
microsatélites aislados para varios géneros, entre los que destacan: Didelphis, Monodelphis,
Philander y Tlacuatzin (Samollow et al. 2004; Fike et al. 2009; Guillemin et al. 2000;
Arcangeli et al. 2013). Sin embargo, s6lo en dos especies (D. virginiana y Didelphis
marsupialis) se ha evaluado la diversidad genética con microsatélites (Beatty et al. 2012;
Cruz-Salazar et al. 2014). Por lo tanto, hace falta que se utilicen estas herramientas en el

estudio de la variacion genética de los marsupiales americanos.

El género Tlacuatzin ha sido escasamente estudiado con marcadores moleculares y no
se conoce la diversidad genética a lo largo de su distribucion. Sin embargo, se sabe que
este género diverge genéticamente de Marmosa y Monodelphis y que su genoma
mitocondrial posee una estructura conservada, similar a la de otros marsupiales (Voss y

Jansa 2009; Pang 2015). Asimismo, el estudio filogenético de las secuencias de los genes
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Cytb e interfotoreceptor retinoide (/RBP) reveld que este género es un grupo monofilético
constituido por cinco clados filogenéticos bien diferenciados tanto genética como
morfologicamente (Planicie costera del Pacifico, cuenca del Rio Balsas, Itsmo de
Tehuantepec, Peninsula de Yucatin e islas Tres Marias—Arcangeli et al. 2018).
Adicionalmente, durante el disefio de los microsatélites para Tlacuatzin se encontrd que
exhibe niveles de diversidad genética de bajos a moderados. (Arcangeli et al. 2013). Sin
embargo, aunque este trabajo incluyd muestras de toda su distribucion, utiliz6 un niimero
limitado de ejemplares, lo que podria estar subestimando la variacion genética de
Tlacuatzin. Aunque este marsupial no esta en ninguna categoria de riesgo, sus poblaciones
podrian estar en riesgo ya que se distribuye en la selva baja caducifolia, uno de los
ecosistemas mas amenazados del pais (Zarza et al. 2003; Ortega et al. 2009). Asi, el
objetivo de este capitulo fue documentar la diversidad y estructura genética de estos

marsupiales con base en marcadores genéticos (DNA mitocondrial y microsatélites).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras.—Se obtuvieron muestras del género Tlacuatzin de
ejemplares colectados en el campo (permiso de colector FAUT-0002 expedido por
SEMARNAT a Fernando A. Cervantes) y a través de préstamos con colecciones
mastozoologicas, nacionales e internacionales (Fig. 1; Apéndice I). Las muestras incluyen
10 tejidos frescos, 8 tejidos en alcohol y 36 biopsias de piel de ejemplares de museo (Fig. 1;

Apéndice I).

Extraccion de DNA.—Antes de la extraccion, las biopsias de piel se lavaron con
solucion STE (NaCl, 0.1 M, Tris 0.05 ph 7.5, EDTA 0.001 M) para hidratarlas y remover
impurezas (Hillis et al. 1996). El DNA se extrajo utilizando el kit comercial AxyPrep
Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Union City, California,
Estado Unidos de América), siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del
DNA se evaltio por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1% con SYBR ® Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos de América) y su

concentracion se midid por espectrofotometria.
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DNA mitocondrial

Amplificacion y secuenciacion.—El gen citocromo-b (Cytb) se amplificé por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en un
termociclador (Maxygene Gradient Thermal Cycler, Axygen Biosciences; Union City,
California, Estados Unidos de América), utilizando primers universales (Apéndice II; Smith
y Patton 1993). Debido a que el DNA estaba muy degradado en las biopsias de piel, la
amplificacion del gen Cytb se hizo en fragmentos de 100—400 pb. Asimismo, el programa
del termociclador en estas muestras incluyd un niimero adicional de ciclos para mejorar la
calidad de las amplificaciones. Las concentraciones finales de los reactivos en un volumen
de reaccion de 25ul fueron: 50 ng de DNA, 0.2 mM de cada NTP (Promega, Pittsburgh,
Pennsylvania, Estados Unidos de América), 1 x buffer de PCR, 1 U de Taq polimerasa
(Qiagen, Ciudad de México, México), 0.4 mM de cada primer y 2.5 mM de MgCl, Las
condiciones optimas de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial 95°C por 3 min,
seguida de 30 a 40 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 45 seg y 72°C por 1 min, y una

extension final a 72°C por 5 min (modificado de Arcangeli y Cervantes 2009).

El DNA amplificado se visualizé con SYBR por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% y se purificé utilizando el kit AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen
Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA se secuencié en ambas
direcciones utilizando el secuenciador automatico del IB (ABI Prism 3 100 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, Ciudad de México, México) y los primers utilizados para su
amplificacion. Las secuencias obtenidas se editaron y alinearon manualmente utilizando el
programa BioEdit v7.0.9 (Hall 1999). Adicionalmente, se obtuvo la secuencia de un
ejemplar de GeneBank. En total, 51 ejemplares del género Tlacuatzin fueron examinados

con DNA mitocondrial (Fig. 1; Apéndice I).

Andalisis de los datos.—El polimorfismo genético de las poblaciones del género
Tlacuatzin se evalud a través de la estimacion del numero de haplotipos, y las diversidades
haplotipica (#) y nucleotidica (m), utilizando el programa DNAsp v.5 (Librado y Rozas
2009). Este programa también fue usado para calcular la distribucion Mismatch y las
pruebas de neutralidad de Tajima (D; Tajima 1989) y Fu (Fs; Fu 1997). Se evalu¢ la senal

de cambio en el tamafio poblacional historico con el indice Harpending (raggedness;
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Harpending et al. 1993) y la desviacion de la suma de cuadrados (DSC) entre la
distribucion Mismatch observada y la esperada, utilizando un bootstrap paramétrico (1000
réplicas; Schneider y Excoffier 1999) en el programa Arlequin v.3.4.1.3 (Excoffier y
Lischer 2010).

El programa Arlequin v.3.4.1.3 también fue usado para evaluar la diferenciacion
genética de las poblaciones de este marsupial a través de un analisis de varianza molecular
(AMOVA) y de la estimacion del coeficiente de diferenciacion (Fsr). La correlacion entre
la distancia genética y la distancia geografica de los haplotipos se evalio por medio de una
prueba de Mantel. Para esto, se construyd una matriz de distancia genética (valores no
corregidos) con el programa MEGA v.7.0.14 (Kumar et al. 2015) y una matriz de distancia
geografica con el programa Geographic Distance Matrix Generator v.1.2.3. (Ersts 2016).
Las distancias geograficas obtenidas en km se transformaron a log; para ajustar los datos a
un modelo lineal Finalmente, se construyé una red de haplotipos para estimar las
relaciones genealogicas entre las secuencias de los ratones tlacuache del género Tlacuatzin,

utilizando el programa Network v.5 (Bandelt et al. 1999).

Microsatélites

Amplificacion y genotipificacion.—La amplificacion de 12 microsatélites (Tlacul 19,
Tlacul51, Tlacul69, Tlacul93, Tlacul227, Tlacu3ll, Tlacu4l13, Tlacu506, Tlacu530,
Tlacu575, Tlacu670 y Tlacu730) se hizo por medio de la PCR en un termociclador
(Maxygene Gradient Thermal Cycler, Axygen Biosciences; Union City, California, Estados
Unidos de América), utilizando primers especificos (Cuadro 2; Arcangeli et al. 2013). Las
reacciones de amplificacion se hicieron en un volumen de reaccion de 15 pl; en donde las
concentraciones de los reactivos fueron: 30 ng DNA, 0.3 mM dNTP’s, 0.5 uM cada primer,
1X Buffer (2.0 uM MgCl12, 10 mM Tris—HCI, 50 mM KCI), 2.5X BSA y 1.0 U FlexiTaq
Polimerasa (Promega). Las condiciones Optimas de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C por 10 min, 35 ciclos de 92°C por 1 min, temperatura de
alineamiento para cada microsatélite (Apéndice III) por un min y 72°C por 1 min y una

extension final de 72°C.
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Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con
bromuro de etidio. El DNA amplificado se analizd en un secuenciador automatico (ABI
Prism 3 100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Ciudad de México, México). El
tamafio de los alelos y el genotipo de cada individuo se determinaron manualmente
mediante la lectura de los electroferogramas en el software Genemapper v.3.7 (Applied
Biosystems). En total, 54 ejemplares del género Tlacuatzin fueron examinados con

microsatélites (Fig. 1; Apéndice I).

Andalisis de los datos.—La desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), el
coeficiente de consanguineidad (Fjs) segin Weir y Cockerham y el desequilibrio de
ligamiento para cada locus y especie se estimaron con el programa Genepop v.4.2
(Raymond y Rousset 1995; Rousset 2008). Para obtener los valores significativos tanto en
los andlisis del equilibrio Hardy-Weinberg como en las pruebas de desequilibrio de
ligamiento se aplico la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (Rice 1989).
Los errores de genotipificacion y la presencia de alelos nulos se detectaron con el programa
Microchecker v.2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004). El nimero de alelos por locus y su
frecuencia se estim6 con el programa Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001), mientras que la
heterocigosidad observada (Hp) y la esperada (Hg) por locus y por especie se calculd a

partir del estimador de Nei con el program Arlequin v.3.4.1.3.

La distribucion de la variabilidad genética se examind por medio de un Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA) en el programa Arlequin v3.4.1.3. La diferenciacion
genética se evaluo a través de la estimacion de los coeficientes de diferenciacion, Fsr y Rgr,
entre las especies, utilizando el programaGenepop v.4.2. La estructura genética del género
Tlacuatzin se infirid con el programa Structure v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Las
simulaciones se hicieron variando el numero de grupos (K) de 1 a 5, usando un modelo
mixto y asumiendo frecuencias alélicas correlacionadas, con un burn-in inicial de 10 000
iteraciones. El andlisis se repitid 20 veces por cada K para asegurar consistencia en los
resultados. El niimero de grupos se determind mediante el método grafico de Evano et al.
(2005) basado en la tasa de cambio de la funcion de verosimilitud con respecto a K (AK), en

donde el nimero més probable de grupos esta dado por el valor mas alto de AK.
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El flujo genético se evalud a través de la estimacion del numero de migrantes por
generacion entre clados, utilizando los valores de Fsr a través del método de Wright (1985):
N= (1-Fs1/4 Fsr). Asimismo, se hizo una prueba de asignacion para identificar posibles
migrantes y colocarlos en su grupo original con el programa GeneClass v.2 (Piry et al.

2004), utilizando el algoritmo de Paetkau et al. (2004).

RESULTADOS
DNA mitocondrial

Caracterizacion molecular de las secuencias.— Se secuenciaron 1146 pares de bases
(pb) del gen Cytb en 51 muestras del género Tlacuatzin (Apéndice I). De este total, 899
fueron sitios constantes, 47 fueron sitios variables no informativos y 200 fueron sitios
variable e informativos. El promedio de las frecuencias de los nucleodtidos para este grupo
de secuencias fue: 31.8% adenina (A), 25.7% citosina (C), 11.7% guanina (G) y 30.8%
timina (T). En ninguna secuencia se encontraron inserciones, deleciones o codones de

paro.

Diversidad genética—Se identificaron 48 haplotipos diferentes, de los cuales 16
pertenecen al clado de la Planicie costera del Pacifico, 11 al clado de la cuenca del Rio
Balsas, nueve al clado del Istmo de Tehuantepec, cinco al clado de la Peninsula de Yucatan
y siete al clado de las islas Tres Marias. No se encontraron haplotipos compartidos entre
localidades. La diversidad haplotipica estimada para el género Tlacuatzin fue h = 0.998 +
0.004, mientras que la diversidad nucleotidica fue de = = 0.052 + 0.001. Similarmente, la
diversidad haplotipica dentro de los clados varié de 0.993 a 1.0, mientras que la diversidad

nucleotidica fue de 0.035 a 0.005 (Cuadro 1).

Demografia historica—La prueba de neutralidad de Tajima para el género arrojé un
valor positivo aunque estadisticamente no significativo (D = 0.381, p = 0.723), mientras
que la prueba de Fu arrojo un valor negativo significativo (Fs = -9.402, p = 0.013). Los
valores de la D para los clados de la Planicie costera del Pacifico y la cuenca del Rio Balsas

fueron positivos, mientras que en los clados del Istmo de Tehuantepec, la Peninsula de
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Yucatan y las islas Tres Marias fueron negativos, todos estadisticamente no significativos.
Asimismo, los valores de la prueba de Fu para todas las especies fueron negativos y pero no
significativos (Cuadro 2). Se obtuvo una distribucion Mismatch multimodal tanto para el
género Tlacuatzin como para cada uno de los clados (Fig.2). Los valores del indice de
Harpending (raggedness) y la desviacion de la suma de cuadrados bajo el modelo de
expansion demografica no fueron estadisticamente significativos para ninguno de los clados

ni para el género (Cuadro 2).

Diferenciacion genética.—El AMOVA revelo que el 64.93% de la variacion presente
en la muestra se encuentra distribuida entre los clados, el 31.09% est4 repartida entre las
poblaciones dentro de los clados y el 3.99% se encuentra dentro de las poblaciones (Cuadro
3). Los valores del Fsr obtenidos de la comparacion entre clados variaron de 0.443 a 0.928
(Cuadro 4), siendo significativos en todas las comparaciones (p < 0.05). En la prueba de
Mantel para el género Tlacuatzin se obtuvo un coeficiente de correlacion » de 0.797 (p =
0.000; Fig. 3). Asimismo, se obtuvieron valores significativos para los clados de la Planicie
costera del Pacifico (» =0.732, p = 0.000), la cuenca del Rio Balsas (» = 0.723, p = 0.001) y
la Peninsula de Yucatan (» = 0.770, p = 0.047). El analisis de la red de haplotipos revel6 48
haplotipos diferentes agrupados en cinco grupos, los cuales son consistentes con los clados
filogenéticos (Fig. 4). EIl mayor numero de sustituciones nucleotidicas (137) se registro
entre los clados de las islas Tres Marias y el Istmo de Tehuantepec, mientras que el menor
numero de sustituciones (17) se encontr6 entre el clado de las islas Tres Marias y el clado

de la Planicie costera del Pacifico.

Microsatélites

Diagnosis de los datos.—El andlisis de Hardy-Weinberg revel6 que los clados de la
Planicie costera del Pacifico, la Cuenca del Rio Balsas, el Istmo de Tehuantepec y las islas
Tres Marias presentan loci en desequilibrio (Apéndice IV). Sin embargo, la combinacion
de probabilidades indic6 que ningln locus presenta una desviacion significativa del EHW.
Por otro lado, el coeficiente de consanguineidad (F7s) presenta una desviacion significativa

de cero en todos los loci y todos los clados, variando de 0.16 a 0.48 y de 0.21 a 0.38,
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respectivamente (Apéndice IV).  Asimismo, ningin locus mostré desequilibrio de
ligamiento (Apéndice V). No se identificaron errores de genotipificacion en ningun clado y
la presencia de alelos nulos fue detectada en los clados de la Planicie costera del Pacifico,

la Cuenca del Rio Balsas y el Istmo de Tehuantepec (Cuadro 9).

Diversidad genética.—Todos los microsatélites analizados fueron polimoérficos. El
promedio de alelos por locus fue de 15 + 2.52, sumando en total de 180 alelos ( Fig.5). El
60.5% (109) fueron alelos privados y el 35% (64) alelos raros (frecuencia < 0.10; Luikart et
al. 1998). La heterocigosidad observada (Hp = 0.456 + 0.074; Cuadro 11) fue menor a la
heterocigosidad esperada (Hr= 0.72 + 0.035). El clado de la Planicie costera del Pacifico
fue el que presento los valores de diversidad mas altos, con un media de 5.9 = 0.99 alelos
por locus y una Hg=0.757 + 0.61, mientras que los clados de la Peninsula de Yucatan y las
islas Tres Marias registraron los mas bajos, ambos con un promedio de 3.5 alelos por locus
y una Hg de 0.672 + 0.10 y 0.688 + 0.05, respectivamente. No se encontrd ningun alelo
que estuviera presente en los cinco clados. El 3.2% de los alelos present6 frecuencias > 0.5

(Apéndice VI).

Diferenciacion genética.—El AMOVA reveld que el 79.13% de la variacion se
encuentra distribuida entre los clados filogenéticos, el 14.34% de ésta esta repartida entre
las poblaciones dentro de los clados y el 6.53% se encuentra dentro de las poblaciones
(Cuadro 5). Los valores del Fsr obtenidos de la comparacion entre clados variaron de
0.107 a 0.299, mientras que los valores del Rgr variaron de 0.304 a 0.978 (Cuadro 6). Los
valores mas altos se registraron entre los clados de las islas Tres Marias y la Pentnsula de
Yucatan, mientras que los valores mas bajos se encontraron entre el clados de Planice

costera de Pacifico y el de las islas Tres Marias.

Estructura genética.—FEl método grafico de Evano reveld que el género Tlacuatzin
estd estructurado en cinco grupos genéticos bien diferenciados (AKyax = 64.448 en K=5).
Las simulaciones indicaron que los grupos 1 y 2 son consistentes con el clado de la Planicie
costera del Pacifico, mientras que el grupo 3 es consistente con el clado de la cuenca del
Rio Balsas, excepto por la muestra de Zacatepec, Oaxaca que se encuentra en el grupo 4.
Los grupos 4 y 5 son consistentes con los clados del Istmo de Tehuantepec y la Peninsula

de Yucatan, respectivamente; mientras que el clado de las islas Tres Marias esta ubicado
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dentro del grupo 1 (Fig.6). Por otro lado, la prueba de asignacion coloco el 40.7% de la
muestra en el grupo 1, el 0.74% en el grupo 2, el 22.2% en el grupo 3, el 20.4% en el grupo
4 yel 0.93% al grupo 5 (Apéndice VII).

Flujo genético.—El nimero de migrantes por generacion estimado entre los clados
varié de 0.586 a 2.087 (Cuadro 8). Asimismo, se identificaron dos posibles migrantes (p <

0.01).

DISCUSION

Diversidad genética.—La diversidad genética documentada en el género Tlacuatzin
fue alta. Para gen Cytb se identificaron 48 haplotipos diferentes, los cuales se
caracterizanron por una alta diversidad haplotipica (2 = 0.998 + 0.004) y una baja
diversidad nucleotidica (r = 0.052 £ 0.001). Dicha combinacién sugiere un proceso de
expasion demografica rapido a partir de un tamano poblacional pequefio (Avise, 2000).
Similar a lo reportado en el raton tlacuache tlacuache (Marmosa murina) cuyos valores de

diversidad fueron 2= 0.8 £ 0.1 y m = 0.01 (Steiner y Catzeflis 2003).

La prueba de Tajima (D = 0.381, p = 0.723) no fue significativa. En contraste, la
prueba de Fu (Fs = -9.402, p = 0.013) indic6 que Tlacuatzin atravesd por un proceso de
expansion demografica (Fu y Li 1993), lo que corrobord los resultados derivados de la
estimacion de las diversidades haplotipica y nucleodtidica. Por otro lado, se obtuvo una
distribucion Mismatch multimodal, la cual es consistente con un modelo de equilibrio
demografico (Herndndez-Bafios et al. 2006). Sin embargo, los valores de la DSC y del
indice de Harpending al no ser significativos sugieren que la distribucion Mismatch
encontrada refleja estructuracion genética (Harpending 1994). Dicha estructura se puede
observar en la red de haplotipos, en donde, se distinguen 5 grupos, los cuales coinciden con

los clados filogenéticos.

El nimero de alelos por locus vario de 11 a 19 (X=15 + 2.52), siendo mas alto que el
namero de alelos reportado para Tlacuatzin anteriormente (X=8—Arcangeli et al. 2013).
Valores similares han sido reportados en el tlacuache de Virginia (Didelphis virginiana) y

el wallaby cola de cepillo (Petrogale penicillata), en los cuales se documento un promedio
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de 10.54 +£3.18 y 13.4 + 1.01 alelos por locus, respectivamente (Beatty et al. 2012; Hazlitt
et al. 2014). Este valor es considerablemnte mayor al promedio de alelos por locus
documentado en los marsupiales australianos (X=7.0 + 0.2—Eldridge 2010). La
heterocigosidad esperada (Hr = 0.67-0.76) fue alta y comparable con la reportada para el
betong nortefio (0.65-0.75) y el bilby (0.75-0.81—Pope et al. 2000; Moritz et al. 1997).
Asimismo, la Hg documentada en Tlacuaztzin es similar al promedio de la Hg reportada
tanto para los marsupiales australianos (0.66 + 0.01) como para los mamiferos placentarios
(0.67 £ 0.1—Eldridge 2010). Niveles de diversidad altos como los que presenta Tlacuatzin
son propios de taxones conspicuos y de amplia distribucidon en los que existe una una

estructura genética bien defdinida (Eldridge 2010).

Diferebcuiacipon genética.—Con base en los analisis de DNA mitocondrial y
microsatélites se encontré que el género Tlacuatzin presenta una fuerte estructura
geografica a lo largo de su distribucion. Los datos apoyan la hipotesis de que este género
estd conformado por cinco grupos genéticos delimitados por la presencia de barreras
geograficas. El primer grupo se estd restringido a las islas Tres Marias, frente a las costas
de Nayarit. El segundo grupo estd delimitado por la presencia de la Sierra Madre
Occidental al este y al sur por el Eje Volcanico Transversal y Sierra Madre del Sur. El
tercer grupo se encuentra flanqueado al norte por el Eje Volcanico Transversal y al sur por
la Sierra Madre del Sur. El cuarto se dsitribuye en la region del Istmo de Tehuantepec. El

quinto grupo esta restringido a la Peninsula de Yucatan.

Este patron responde a un modelo de aislamiento por distancia (» = 0.797, p = 0.000),
en el cual las barreras geograficas como el Istmo de Tehuantepec o el Eje Volcénico
Tranversal juega un papel importante en la diferenciacion genética de las poblaciones ya
que actian como una barreras reproductiva al impedir el flujo genético entre éstas.
Algunos autores han reportado patrones similares en otros mamiferos mexicanos. Por
ejemplo, el ratdn el ratdn pigmeo (Baiomy taylori) cuyas poblaciones estan estructuradas en
dos haplogrupos separados por el Eje Volcanico Transversal (Light et al. 2016) o la rata
arrocera (Oryzomys couesi) cuyas poblaciones en ambos extremos del Istmo de
Tehuantepec han divergido considerablemente (Vazquez-Dominguez et al. 2009). Del

igual manera, estas barreras geograficas han moldeado los patrones filogeograficos de
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otros vertebrados terrestres, entre los que destacan la iguana negra (Ptenosauria pectinata,
Zarza et al. 2008) y el colibri ruisefior (Campylopterus curvipennis; Gonzalez et al. 2011).
Similarmente, la cordillera de los Andes en Sudaméica representa una barrera importante

para los ratones tlacuache del género Thylamys (Giarla y Jansa 2014).

Asimismo, el hecho de que Tlacuatzin estuvo presente durante el Pleistoceno sugiere
que las fructuaciones climdticas que ocurrieron en este periodo promovieron la
diferenciacion genética del género en cinco grupos divergentes (Arcangeli et al. 2018), a
través de ciclos de expansion (durante los periodos glaciares) y de contraccion de sus
rangos de distribucion (durante los periodos interglaciales; Ferndndez et al. 2012), como ha
sido propuesto en otros vertebrados (Barber y Klicka 2010; Cortes-Rodriguez et al. 2013).
De esta manera, el aislamiento geografico de las poblaciones de Tlacuatzin por largos
periodos de tiempo aunado al efecto a deriva génica que promovi6 la pérdida o la fijacion
de diferentes alelos en cada poblacion, origind la diferenciacion genética de las mismas

(Amman y Bradley 2004; Vazquez-Dominguez et al. 2012).

Dicha diferenciacion se ve reflejada en los niveles de diversidad al interior de cada
grupo, tanto en el DNA mitocondrial como en los microsatélites. Para el gen Cyth se
documentaron 48 haplotipos diferentes, de los cuales 16 se distribuyen la Planicie costera
del Pacifico, 11 en la cuenca del Rio Balsas, nueve en el Istmo de Tehuantepec, cinco en la
Peninsula de Yucatan ysiete en las islas Tres Marias. La diversidad haplotipica al interior
de estos grupos fue alta (0.993—1.0), mientras que la diversidad nucleotidica fue baja
(0.035—0.005). El namero de alelos por locus vari6 de 4 a 6 y la heterocigosidad esperada
fue de 0.72 £ 0.073. Asimismo, el hecho de que no se compartan haplotipos del gen Cyth
ni alelos de los microsatétiles entre los grupos, indica que éstos han divergido

considerablemente.

Esta divergencia es soportada por los valores del coeficiente de diferenciacion. EI Fsr
exhibio valores de moderados a altos tanto para en DNA mitocondrial (0.443—0.928) como
para los microsatélites (0.107—0.299). Similar a lo reportado en marsupiales australianos
en los que se ha documentado una diferenciacion genética alta, como el bandicut rayado
(Perameles bougainville) o el cuol tigre (Dasyurus maculatus) cuyos valores del Fsr en el

DNA mitocondrial y los microsatélites variaron de 0.38 a 0.87 y de 0.016-0.180,
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respectivamente (Firestone et al. 2000; Smith y Hughes 2008) . Asimismo, los AMOVA
realizados tanto para el gen Cyth como para los loci de microsatelites indican que la mayor
parte de la diversidad genética presente en Tlacuatzin (64.95% y79.13%, respectivamente)
se debe a la diferenciacion genética de los grupos. Sin embargo, estos grupos retienen gran
parte de la diversidad genética del género lo que sugiere que existio historicamente flujo

genético entre ellos.

Por otro lado, el analisis en STRUCTURE sugiere no existe una diferenciacion
genética importante entre el grupo de la planicie costera del Pacifico y el grupo de las islas
Tres Marias (Fig. 6). Similar a lo documentado por Taylor et al. (2004) para la zarigiieya
australiana (Trichosurus vulpecula), en la cual se encontrd una alta afinidad genética entre
las poblaciones continentales y las de islas adyacentes. Esta discrepancia se debe a que los
alelos presentes tanto en el grupo de la planicie costera del Pacifico como en el de las islas
Tres Marias son similares aunque parte de la variacion genética que existe en el grupo de la
planicie costera del Pacifico se ha perdido en el de las islas Tres Marias, incluyendo los
alelos raros. Este hecho sugiere que el grupo genético que se distribuye en las islas se
fundo partir de una poblacion pequeia que llegd del continente tras un evento de dispersion
que pudo ocurrir durante un peridodo glacial cuando el nivel del mar bajo lo suficiente para
que se estableciera un puente terrestre entre las islas y el contienente, como ha sido
propuesto para otros vetebrados que habitan las islas (Casas-Andreu 1993; Vazquez-

Dominguez et al. 2012).

Implicaciones en taxonomia y conservacion.—Dado que los cinco grupos han
divergido significativamente tanto en el DNA mitocondrial como en los microsatélites,
nuestros datos apoyan la taxonomia actual del género, en donde, se reconocen cinco
especes: 1. sinaloae en la costa del Pacifico, desde Sonora hasta Colima; 7. balsasensis en
la cuenca del Rio Balsas; 7. canescens en el Istmo de Tehuantepec; 7. gaumeri en la

Peninsula de Yucatan; y 7. insularis en las islas Tres Marias (Arcangeli et al. 2018) .

Por otros lado, los resultados de este trabajo tienen repercusiones imporantes en la
conservacion de Tlacuatzin, quue aunque no se considera en riesgo de extincion, se
distribuye en la selva baja caducifolia, tanto en el oeste y centro de México como en la

Peninsula de Yucatdn (Voss y Jansa 2003; Herndndez-Cardona et al. 2007). Este
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ecosistema es bioldgicamente importante para el sostenimiento de una gran cantidad de
especies y se distingue por albergar un gran nimero de mamiferos endémicos, entre los que
destacan la musarafia surefia (Megasorex gigas), el murciélago platanero ( Musonycteris
harrisoni), el zorrillo pigmeo (Spilogale pymaea) y los ratones arboricolas (Xenomys
nelsoni y Osgoodomys banderanus—Ceballos et al. 2002). Asimismo, la selva baja
caducifolia es uno de los ecosistemas mas amenazados por las actividades antropogénicas
(Ortega et al. 2009). De hecho, se estima que el 20% de este ecosistema en la costa del
Pacifico se ha covertido en agrosistemas o en asentamientos humanos (Trejo 2010). Sin
embargo, también existen areas bien conservadas en el centro y el sur de la distribucién de
Tlacuatzin que incluyen la Reserva de la Biosfera Islas Tres Marias en Nayarit, la Reserva
de la Biosfera Chamela-Cuixmala en Jalisco y el parque Nacional Lagunas de Chacahua en
Oaxaca, en donde ha sido registrado este marsupial (Wilson 1991; Ceballos y Garcia 1995;
Buenrostro-Silva et al. 2012).

Los efectos ecologicos de la transformacion y fragmentacion del habitat en
poblaciones silvestres incluyen la reduccion del flujo genético, la cual puede conducir a una
disminucion de la varibilidad genética por efecto de la deriva génica (Sanchéz-Mejia 2017).
Esta disminucion puede limitar la capacidad de las especies para evolucionar y adaptarse a
los cambios ambientales aumentando asi la probabilidad de extincion (Firestone et al.
2000). Nuestros resultados muestran que los cinco los grupo genéticos que conforman el
género Tlacuatzin despliegan una diversidad tnica por lo que las acciones de conservacid
deben estar encaminadas a retener la mayor parte de la variacion genétca. Por lo tanto, el
establecimiento de areas protegidas en lugares donde existen grandes remanentes de la
selva baja cadufolia es esencial para la conservacion de este marsupial (Ceballos y
Valenzuela 2010).  Asimismo, los instrumentos de politica ambiental como el
ordenamiento ecologico del territorio, las unidades de manejo para la conservacion de la
vida silvestre, las normas oficiales o los instrumentos econdémicos como el pago de
servicios ambientales pueden favorecer la conservacion de las selvas secas a nivel paisaje

(Ceballos et al. 2010).

En conclusion, nuestros resultados indican que 7T/acuatzin despliega niveles altos de

variacion genética tanto en el DNA mitocondrial como en los microsatélites, lo cual sugiere
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que su estado de conservacion es bueno. La diferenciacion genética que existe entre los
grupos sugiere una fuerte estructura poblacional definida definida por la presencia de
barreras geograficas que limitan el flujo genético entre los grupos. Nuestros resultados
apoyan la taxonomia actual del género, en donde, se reconocen cinco especies: 7. insularis,
T. gaumeri, T. sinaloae, T. canescens y T. balsasensi. Dado que especies dichas despliegan
una diversidad unica el establecimiento de reservas que protejan las selvas secas y la
aplicacion de instrumentos politicos y econdmicos son esenciales para la coservacion de

este marsupial.
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Cuadro 1.—indices de diversidad genética estimados a partir del gen citocromo-b para

cinco clados genéticos del género Tlacuatzin. N, tamafio de la muestra; A, nimero de

haplotipos detectados; 4, diversidad haplotipica; m, diversidad nucleotidica.

Clado N H h T
Planicie costera del Pacifico 17 16 0.993+0.023  0.035+0.003
Cuenca del Rio Balsas 12 11 0.985+0.040 0.019+0.002
Istmo de Tehuantepec 9 9 1.0 £0.052 0.009 +0.001
Peninsula de Yucatan 5 5 1.0+ 0.126 0.005 + 0.001
Islas Tres Marias 8 7 0.964+0.077 0.005=+0.0009
Total 51 48 0.098+0.004 0.052+0.001

Cuadro 2.—Pruebas de neutralidad de Tajima (D) y Fu (Fs).

Los valores en negritas

muestran diferencias significativas (p [ 0.05). DSC, desviacion de la suma de cuadrados;

R, Indice de Harpending (raggedness).

Clado D Fs DSC R
Planicie costera del Pacifico 0.727 -1.213 0.01072 0.01660
Cuenca del Rio Balsas 0.040 -0.830 0.02447 0.04201
Istmo de Tehuantepec -0.289 -2.489 0.01558 0.03704
Peninsula de Yucatan -1.015 -1.011 0.08578 0.16000
Islas Tres Marias -0.320 -1.573 0.05807 0.09056
Total 0.381 -9.402 0.00317 0.00183

73



Cuadro 3.—Andlisis de varianza molecular efectuado para cinco clados filogenéticos del
género Tlacuatzin utilizando secuencias del gen citocromo-b. Fsr, coeficiente de

diferenciacion. p, probabilidad.

Fuente de Grados de Suma de Componente de  Porcentaje de
variacion libertad cuadrados la varianza variacion (%)
Entre clados 4 088.146 23.07786 Va 64.93
genéticos
Entre poblaciones 33 510.849 11.04869 Vb 31.09

dentro de los
clados genéticos

Dentro de las 13 18.417 1.41667 Vc 3.99
poblaciones
Total 50 1517.412 35.54322

Fst=0.96014, p = 0.000

Cuadro 4.—Valores del coeficiente de diferenciacion (Fsr) obtenidos de la comparacion
pareada entre clados filogenéticos del género Tlacuatzin. Los valores en negritas muestran

diferencias significativas (p = 0.05).

Clado Planicie costera  Cuenca del Istmo de Peninsula Islas Tres
del Pacifico Rio Balsas  Tehuantepec  de Yucatan Marias

Planicie costera -
del Pacifico

Cuenca del Rio

Balsas 0.476 i

Istmo de

Tehuantepec 0.670 0.770 -

Penins’ula de 0.587 0.724 0.809 -
Yucatan

Islas Tres 0.443 0.751 0.908 0.928 -
Marias
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Cuadro 6.— Andlisis de varianza molecular efectuado para cinco clados filogenéticos del
género Tlacuatzin utilizando 12 microsatélites. Fgr, coeficiente de diferenciacion; p,

probabilidad.

Fuente de Grados de Suma de Componente de  Porcentaje de
variacion libertad cuadrados la varianza variacion (%)
Entre clados 4 307078.702 3579.49418 Va 79.13
genéticos
Entre poblaciones 34 67722.381 648.64544 Vb 14.34

dentro de los
clados genéticos

Dentro de las 69 20373.167 295.26329 Ve 6.53
poblaciones
Total 107 395174.250 4523.40291

Fst=0.93473, p = 0.000

Cuadro 7.—Valores de los coeficientes de diferenciacion, Fsr (debajo de la diagonal) y Rgr
(arriba de la diagonal), obtenidos de la comparacion pareada entre clados genéticos del

género Tlacuatzin. Los valores en negritas muestran diferencias significativas (p = 0.05).

Clado Planicie costera  Cuenca del Istmo de Peninsula Islas Tres

del Pacifico Rio Balsas  Tehuantepec  de Yucatan Marias

Planicie costera - 0.772 0.924 0.955 0.304

del Pacifico

Cuenca del Rio 0.172 - 0.634 0.824 0.724

Balsas

Istmo de 0.237 0.189 - 0.855 0.951

Tehuantepec

Peninsula de 0.256 0.255 0.262 ; 0.978

Yucatan

Islas Tres 0.107 0.176 0.267 0.299 -

Marias
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Cuadro 8.—Numero de migrantes por generacion estimado entre clados filogenéticos del
género Tlacuatzin. Las estimaciones fueron realizadas con los valores del coeficiente de

diferenciacion (Fsr).

Clado Planicie costera  Cuenca del Istmo de Peninsula Islas Tres
del Pacifico Rio Balsas  Tehuantepec  de Yucatan Marias

Planicie costera -
del Pacifico

Cuenca del Rio 1.203
Balsas

Istmo de 0.805 1.073 i
Tehuantepec

Penins’ula de 0.727 0.730 0.704 -
Yucatan

Islas Tres 2.087 1.170 0.686 0.586 -
Marias
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APENDICE 11

Primers utilizados para la amplificacion del gen citocromo-b en muestras del género

Tlacuatzin. Debido a que el DNA en las biopsias de piel estaba muy degradado se

utilizaron las siguientes combinaciones de primers para la amplificacion: MVZ05/MVZ06,
MVZ05/MVZ04, MVZ03/MVZ10, MVZ45/MVZ26, MVZ23/MVZ16, MVZ45/MVZ16,
MVZ17/MVZ14 y MVZ05/MVZ14 (Esteva et al. 2010).

Nombre del Primer

Secuencia (5'—3")

MVZ03
MVZ04
MVZ05
MVZ06
MVZ10
MVZ14
MVZ16
MVZ17
MVZ23
MVZ26
MVZ45

GCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATG
GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC
CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG
GCTGTGTCTGATGTGTAGTGTAT
TATGAGCCGTAGTARAKKCCTC
GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC
AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT
ACCTCCTAGGAGAYCCAGAHAAYT
TACTCTTCCTCCACGAAACIGGNTC
AGATCTTTGATTGTGTAGTAGGGGT
ACJACHATAGCIJACAGCATTCGTAGG
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APENDICE III

Primers utilizados para la amplificacion de 12 microsatélites en muestras del género
Tlacuatzin, secuencia repetida del microsatélite, tamafio de los alelos y temperatura de

alineacion de los primers. F = forward; R = reverse; T = temperatura.

Microsatélite Secuencia de los primers (5°—37) Secuencia T (°C)
Tlacull9 F GAAGTTAAATAGTAAACTGTCCTGCCC AAAG ) 56
R GCCTGACACAGAGTAGCTTGC
Tlacul51 FGGTCATGAGCTTTGTCAATTTAGG ATCT 4 60
R GGAAACAGAAGCCAGGAGAGG
Tlacul 69 F GCATTTATGAAAGCAGAGACAAAGC ATCT 0 60
R AAGTGGGTTTGAGAGGCCC

Tlacul93 F TTGACAGCTATATGGTTCTACAAACTTGC  AAAGse 56
R ATACAGCATGGATTCCAAGGTAGG

Tlacu227  F CATTCCTCCACCCTTCCC TTCC s 60
R GAGCTCGGCACTGATTGG

Tlacu311 F ACCCTCCCTAGAATGGGAGC ATAC 44 60
R TGAATCTCAGTGACCTGACATCG

Tlacu413 F TGTTGTTGTTAAGGACTGTGGC ATCT 4 58
R CAAACTGTCTCTCCACCTCCC

Tlacu506 ~ F AAGCATGTTGGGTTTGGAGC ATAC 3¢ 60
R CACACATATCTCCTGGGTGTTCC

Tlacu530 F GGAACAGTGACAAACTGTGTGTATCC TCTG@ 60
R GCTCTAGTTCTTTATCCATGGTGCC

Tlacu575 F CTCAGGGAATGGAGTTTGGG AAAC 3 60
R TTTGTGCTAGATTTGTGGTTGC

Tlacu670 F ACAGGCCACACCAATGAGG AGGG(zs) 58
R TGGAGAGCAGAAGAGTTGG

Tlacu730 F GGATGGATAGACAGATGGGC ATCT 2 60

R GAAATGCTAAATTTCTATCAGTGGC
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APENDICE VI

Frecuencias alélicas de cada locus para cinco clados filogenéticos del género Tlacuatzin.
Los valores en negritas corresponden a los alelos privados, mientras que los alelos raros

(frecuencia <0.10) estan marcados con un asterisco (*).

Locus/Alelo Planicie Cuenca del Istmo de Peninsula de Islas Tres
costera del Rio Balsas  Tehuantepec Yucatan Marias
Pacifico
Tlacul 19

80 0.083* 0 0 0 0

84 0.056* 0 0 0 0

88 0.028%* 0 0 0 0.313
92 0.167 0 0 0 0.438
96 0.306 0 0 0 0.188
100 0.361 0 0 0 0.063*
104 0 0 0 0.100 0

108 0 0 0 0.200 0

112 0 0 0 0.100 0

116 0 0 0 0.400 0

120 0 0 0.100 0 0

124 0 0 0.300 0.200 0

128 0 0 0.250 0 0

132 0 0.083%* 0.350 0 0

140 0 0.250 0 0 0

144 0 0.375 0 0 0

148 0 0.250 0 0 0

152 0 0.042%* 0 0 0

Tlacul 51

180 0 0.038* 0 0 0

184 0 0.154 0 0 0

188 0 0.462 0 0 0

192 0 0.115 0 0 0

196 0 0.154 0 0 0
208 0 0 0.300 0 0
212 0 0.077* 0.450 0 0
216 0 0 0.100 0.100 0
220 0 0 0.100 0 0
224 0 0 0.050%* 0.100 0
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228
232
236
240
244
248
252
Tlacul 69
112
116
120
128
132
136
140
152
156
160
164
168
172
176
180
184
188
192
196
Tlacul93
208
212
216
220
224
232
236
240
244
268
272
276
280

0.139
0.083*
0.139
0.417
0.194
0.028*

S OO O O OO0 oo oo

[e)

0.083*
0.222
0.333
0.083*
0.056*
0.139
0.083*

S O OO OO OO oo o oo

361

S O O OO OO

S O O O O

0.077*

0.115
0.231
0.192
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APENDICE VII

Probabilidad de que las muestras de los ratones tlacuache del género Tlacuatzin

pertenezcan a un grupo. Los valores en negritas representan la probabilidad mas alta.

Muestras Grupo a Grupo a posteriori
priori
1 2 3 4 5
1 1 0.995 0.001 0.001 0.001 0.001
2 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
3 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
4 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
5 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
6 1 0.994 0.001 0.002 0.001 0.001
7 1 0.992 0.002 0.002 0.003 0.001
8 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
9 1 0.009 0.988 0.001 0.001 0.001
10 1 0.005 0.989 0.003 0.001 0.001
11 1 0.072 0.924 0.002 0.001 0.001
12 1 0.970 0.025 0.002 0.001 0.001
13 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
14 1 0.993 0.002 0.002 0.001 0.001
15 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
16 1 0.995 0.002 0.002 0.001 0.001
17 1 0.001 0.995 0.001 0.001 0.001
18 1 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001
19 2 0.003 0.002 0.992 0.002 0.001
20 2 0.007 0.027 0.963 0.001 0.001
21 2 0.002 0.001 0.994 0.002 0.001
22 2 0.002 0.002 0.994 0.001 0.001
23 2 0.002 0.001 0.994 0.001 0.001
24 2 0.002 0.001 0.995 0.001 0.001

92



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
38
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

LN W W L i i O v B A B B W W W W W W W W W W N DN D DN DN DN

0.002
0.004
0.020
0.002
0.002
0.003
0.002
0.001
0.001
0.002
0.004
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.994
0.994
0.993
0929
0.994
0.992
0.994
0.994

0.001
0.002
0003
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.009
0.002
0.001
0.002
0.001

0.994
0.029
0.975
0.994
0.994
0.992
0.994
0.001
0.002
0.150
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.003
0.003
0.058
0.002
0.003
0.002
0.003

0.001
0.964
0.001
0.001
0.001
0.002
0.002
0.995
0.995
0.845
0.992
0.994
0.995
0.995
0.995
0.995
0.995
0.002
0.303
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.002
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.995
0.694
0.995
0.995
0.996
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
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Figura 2.—Distribuciones Mismatch para el género Tlacuatzin y los cinco clados

filogenéticos que lo conforman.

a) Muestra total; b) Planicie costera del Pacifico; c)

Cuenca del Rio Balsas; d) Istmo de Tehuantepec; e) Peninsula de Yucatan; f) islas Tres
La linea punteada corresponde a la distribucion observada y la linea sdlida la
distribucion

Marias.

esperada.
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Figura 3.—Correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica de 51
ejemplares del género Tlacuatzin.  La linea punteada representa la tendencia en la
dispersion de las muestras (» = 0.797, p = 0.000).

Figura 4.—Red de haplotipos del género 7lacuatzin conformada por 5 grupos: I, Planicie
costera del Pacifico (azul); II, Cuenca del Rio Balsas (amarillo); III, Istmo de Tehuantepec
(verde); IV, Peninsula de Yucatan (morado); V, islas Tres Marias (rojo). Las lineas
conectan a cada haplotipo y los nimeros sobre estas muestran el nimero de cambios. Los
circulos blancos representan los haplotipos no muestreados.
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Figura 5.—Numero de alelos encontrados en cinco clados filogenéticos del género
Tlacuatzin. Total de alelos (verde); Alelos privados (amarillo); Alelos raros (10jo).

Figura 6.—Analisis bayesiano de la estructura genética de los cinco clados filogenéticos del
género Tlacuatzin con una probabilidad del 90% de pertenecer a cada grupo. 1, Planicie
costera del Pacifico; 2, Cuenca del Rio Balsas; 3, Istmo de Tehuantepec; 4, Peninsula de
Yucatan; 5, Islas Tres Marias.
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CariTULO IV
DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia)

Manuscrito en extenso para ser sometido a la Revista de Biologia Tropical

98



DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia)
Jésica Arcangeli*” & Fernando A. Cervantes'

1. Coleccion Nacional del Mamiferos, Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia,
Universidad Nacional Autonoma de México. A. P. 70-153, C. P. 04510, Ciudad de
México, México; jeaa@st.ib.unam.mx, fac(@st.ib.unam.mx

2. Posgrado en Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Autonoma de México, Avenida
Ciudad Universitaria 3000, C. P. 04360, Coyoacan, Ciudad de México, México

* Correspondence

Abstract: DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia).
There are nine species of marsupials distributed in México whose biology has been scarcely
studied. They are morphologically well differentiated from each other, except for the
species pairs Didelphis virginiana — D. marsupialis and Marmosa mexicana — Tlacuatzin
canescens, which are difficult to distinguish from each other. On the other hand,
Caluromys derbianus, Chironectes minimus and Metachirus nudicaudatus are barely
known. It is necessary, then, to generate evidence to document correctly their taxonomic
identity, their occurrence in México, and provide information to conserve this species. A
recent alternative for species identification is the use of DNA barcodes such as the
cytochrome oxidase subunit I (Cox/) gene, which has been widely used to document
genetic differences along animal species. Therefore, this study aimed to characterize
Mexican opossums through their barcodes. Sequences of the CoxI gene were obtained
from 36 Mexican opossums and were compared through the neighbor-joining (NJ)
algorithm with Kimura’s two-parameter (K2P) model of nucleotide substitution. Other ten-
didelphid marsupials were included in the analyses for constructing a reference library and
two placentals were used to root the tree. The NJ tree grouped the haplotypes of C.
minimus, D. virginiana, D. marsupialis, M. mayensis, M. nudicaudatus, and T. canescens in
well differentiated clusters, while the haplotypes of P. opossum and M. mexicana were
clustered with the haplotypes of P. andersoni and M. mayensis, respectively. Intraspecific

divergence was >2% in almost all species, except in D. virginiana and M. mayensis, in
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which the genetic distances varied from 0.0 to 1.3% and from 0.6 to 1.4%, respectively. In
contrast, interspecific K2P divergences were higher and varied from 2.5 to 21.9%. These
results demonstrate that DNA barcodes are a useful tool to document genetic differences
among the nine species of Mexican marsupials, and therefore, they can be used to
characterize them molecularly for their taxonomic identification. This information will be

valuable for conservation purposes.

Key words: Coxl/, Didelphidae, genetic distance, mammals, opossums, taxonomic

identification.

Total number of words: 6 859
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Most Neotropical marsupials are classified in the order Didelphimorphia, which
includes approximately 100 species grouped in 19 genera and it is the third most diverse
group within the Neotropical mammalian fauna after chiropters and rodents (Voss, Lunde
& Simmons, 2001; Jansa, Barker & Voss, 2013). These marsupials are small or
middle-size mammals characterized by a long snout, five digits on each foot, opposable and
clawless thump on the hindfeet, a naked and prehensile tail, and a well-developed
marsupium in most species (Villa & Cervantes, 2003; Vaughan, Ryan & Czaplewski,
2010). They are distributed in the New World, from southern Canada to the Patagonia and

mostly confined to tropical environments where they are abundant (Vaughan et al., 2010).

Nine species and seven genera represent the order Didelphimorphia in México:
Caluromys derbianus Waterhouse 1841 (woolly opossum), Chironectes minimus
Zimmermann 1780 (water opossum), Didelphis marsupialis Linnaeus 1758 (common
opossum), Didelphis virginiana Kerr 1792 (Virginia opossum), Marmosa mexicana
Merriam 1897 (Mexican mouse opossum), Marmosa mayensis Osgood 1913 (Mayan
mouse opossum), Metachirus nudicaudatus Geoffroy 1803 (Brown four-eyed opossum),
Philander opossum Linnaeus 1758 (Four-eyed opossum), and Tlacuatzin canescens Allen
1893 (Gray mouse opossum; Ramirez-Pulido, Gonzéalez-Ruiz, Gardner & Arroyo-Cabrales,
2014). These marsupials are commonly named “opossums” and occupy almost the entire
country, except the Peninsula of Baja California and the Central Plateau (Villa &
Cervantes, 2003). The knowledge of these opossums in México is scare because they are

uncharismatic and some species such as C. minimus or C. derbianus are difficult to find.

The morphology of these opossum differentiates them from each other, except for the
pairs of species D. virginiana — D. marsupialis and M. mexicana — T. canescens, which are
difficult to tell apart as to external morphology (Cervantes, Arcangeli, Hortelano-Moncada
& Borisenko, 2010; Vazquez, 2011). The accurate identification of these opossums it is
important because their highly similar morphology may lead them to have similar
ecological niches (Gardner, 1973). For instance, D. virginiana and D. marsupialis are the
most important reservoirs of the protozoan Trypanosoma cruzi Chagas 1909 that causes
Chagas disease in Mexican tropics (Ruiz-Pifia & Cruz-Reyes, 2002). Likewise, a recent

study documented the presence of the same species of fleas and mites in M. mexicana and
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T. canescens (Guzman-Cornejo, Garcia-Prieto, Acosta-Gutiérrez, Falcon-Ordaz & Ledn-
Paniagua, 2012). On the other hand, C. derbianus and M. nudicaudatus are threatened
species, while C. minimus is in risk of extinction because of the destruction of their habitat
(Ceballos, 2014; Ramirez-Pulido et al., 2014). In addition, scanty and scarce specimens in
Mexican biological collections does not help understand their biological attributes and their
conservation status is not well determined (Ceballos, 2014). Therefore, it is important to
document correctly the taxonomic identity of Mexican opossums and validate with
collection records their presence in the country. Likewise, an accurate taxonomic

identification allows planning actions for the conservation of these marsupials.

Recently, DNA barcodes have demonstrated to be a rapid and accurate tool for
species identification as well as to document their occurrence in a certain region or country
(Borisenko, Lim, Ivanova, Hanner & Hebert, 2008; Valentini, Pompanon & Taberlet,
2008). This approach involves sequence comparison and similarity search methods to
recognize divergent linkages (Ferri et al., 2009). In such a way that, species are identified
by tight clusters of similar sequences that shown genetic divergences < 2% among them
(Hajibabaei, Janzen, Burns, Hallswachs & Hebert, 2006). The standard DNA barcoding
marker used to identify animal species is a fragment of 648 base pair (bp) of the
mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (Cox/) gene because it shows a very high rate
of mutation that reveals with high resolution the differences between closely related species

(Hebert, Penton, Burns, Janzen & Hallswachs, 2004).

This molecular marker has been used in other mammalian groups such as
chiropterans and rodents to document intraspecific divergence and identify species (Clare,
Lim, Engstrom, Egert & Hebert, 2006; Borisenko et al., 2008). Likewise, the CoxI gene
has also been used in some Neotropical marsupials. For example, this gene was used to
identify effectively the two species of the genus Didelphis that are distributed in México
(Cervantes et al., 2010). Likewise, Dias et al. (2012) used CoxI barcodes to delineate
geographic boundaries between Marmosa demerarae Thomas, 1905 and Marmosa
paraguayanus Tate, 1931. In addition, Agrizzi et al. (2012) evaluated the genetic
divergence that existed within and among eleven South American marsupials using both

CoxI and cytochrome-b (Cytb) sequences. Therefore, the effectiveness of this molecular
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marker to document the genetic diversity and molecular identification of Neotropical

marsupials has been demonstrated.

At present, there have been no studies focus on species limits of Mexican marsupials
and the amplification of the Cox/ gene has not been assayed in most species. The use of
this molecular marker in these mammals may generate additional information to document
correctly their taxonomic identity and their presence in México, as well as evaluate the
genetic divergence within and among them. This may provide useful information for
conservation actions. Therefore, the aim of this contribution was to characterize Mexican

marsupials through their DNA barcodes.

MATERIALS AND METHODS

Samples: Tissue samples from Mexican marsupials (Caluromys derbianus,
Chironectes minimus, Didelphis virginiana, D. marsupialis, Marmosa mexicana, M.
mayensis, Metachirus nudicaudatus, Philander opossum, and Tlacuatzin canescens) were
obtained from specimens trapped in the field under the collecting permit FAUT-2000
issued to Fernando A. Cervantes and through loans from mammalian collections (Appendix
I). Trapped specimens were handled and euthanized according guidelines of the American
Society of Mammalogists for use of wild mammals in research (Sikes & the Animal Care
and Use Committee of the American Society of Mammalogists, 2016). Samples included
six frozen tissues, six alcohol-preserved tissues (including one ear biopsy without voucher
specimen), and four skin snips from museum specimens. In addition, 18 samples were
download from the international Barcode of Life database (BOLD;
http://www.barcodinglife.org). In total, 36 specimens from Mexican marsupials were

examined through DNA barcodes (Appendix I).

Laboratory procedures: Laboratory procedures implemented for skin snips were
performed in a separated area used for ancient DNA. Museum specimens were handled
with disposable gloves, wearing a lab coat and facemask. Tools used to obtained skin snips

were cleaned in 10% hypochlorite before procedures and between samples. In addition,
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prior laboratory procedures all materials were sterilized using UV radiation to avoid

possible contamination.

DNA from frozen and alcohol-preserved tissues was extracted following the
instructions of the Axygen Biosciences protocol (AxyPrep Multisource Genomic DNA
Miniprep Kit, Cat. No. AP-MN-MS-GDNA-50). DNA from skin snips was extracted using
the same protocol with some modifications. Prior to DNA extractions samples were
cleaned with STE (NaCl, 0.1 M, Tris 0.05 ph 7.5, EDTA 0.001 M) to hydrate and eliminate
impurities (Hillis, Moritz & Mable, 1996). After that, samples were sliced in small pieces
and the digestion was performed overnight. Subsequent steps were implemented according
to the manufacturer’s instructions, except elution made in water at 65°C. DNA quality of
all samples was evaluated through electrophoresis in 1% agarose gels and its concentration

was measured with a spectrophotometer.

A fragment of 657 base pairs (bp) of cytochrome oxidase subunit I (Coxl) was
amplified through the polymerase chain reaction (PCR). Amplifications were performed in
a thermocycler (Maxygene Gradient Thermal Cycler) and carried out in a 25 pl volume
containing 50 ng of DNA, 0.4 mM each primer, 0.2 mM each dNTP, 1x PCR buffer, 2.5
mM MgCl,, and 1.0U of Taq polymerase. For DNA obtained from frozen and
alcohol-preserved tissues, amplification of CoxI gene was performed using universal
primers (VF2_tl and FR1d tl) from Ivanova, Zemlak, Hanner & Hebert (2007; Table 1).
For degraded skin snips, the Cox I gene was amplified using multiple primer pairs
following Leo6n (2013; Table 1). Primer combination were as follows: VF2 t1/COIR3,
COIF3/COIR2, and MnelR2/FR1d tl. The optimal PCR conditions for CoxI gene in
frozen and alcohol-preserved tissue were as follows: initial denaturation at 94°C for 3 min;
followed by 30 cycles of 94°C for 30s, 55°C for 40s, and 72°C for 60s, and a final
extension at 72°C for 3 min (modified from Cervantes et al., 2010). For quality,
amplifications in degraded skin snips the thermocycler program included ten additional

cycles.

PCR products were visualized with SYBR ® Safe DNA Gel Stain through
electrophoresis in 1.5% agarose gels and purified using the AxyPrep PCR Clean-up Kit

following manufacturer instructions. DNA was sequenced in both directions using the 1B
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automated sequencer (ABI Prism 3100 Genetic Analyzer) and the primer pairs used for

PCRs.

Data analysis: Sequences were edited and aligned manually using BioEdit 7.0.9
software (Hall, 1999). Afterwards, basic local alignment search tool (BLAST) search was
run in GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) to determine what sequences were similar
to those of our samples (Altschul, Gish, Miller, Myers & Lipman, 1990). Sequence
accession numbers are to be obtained after uploading to GenBank. Kimuras’s two
parameters (K2P) model of nucleotide substitution (Kimura, 1980) was used to calculate
genetic distances and a neighbor-joining (NJ) tree was constructed using MEGA 7.0.14
(Kumar, Stecher & Tamura, 2015). Node support was tested with the bootstrap analysis at
1 000 replicates (Felsenstein, 1985). Analyses included other nine Neotropical marsupials
(Caluromys philander Linnaeus 1758, Didelphis aurita (Wied-Neuwied 1826), Didelphis
imperfecta Mondolfi & Pérez-Hernandez 1984, Marmosa. murina Linnaeus 1758,
Marmosa waterhousei Tomes 1860, Monodelphis americana (Miiller 1776), Monodelphis
brevicaudata (Erxleben 1777), Philander andersoni Osgood 1913, and Philander frenatus
Olfers 1818) for comparative purposes. Two placental outgroups representing the orders
Carnivora (Procyon lotor Linnaeus 1758) and Rodentia (Osgoodomys banderanus; Allen
1897) were used to root the tree. Sequences from these marsupials were obtained from
BOLD (Appendix I). Species delimitation was performed using the genetic species
concept, in which a species is delimited as a set of haplotypes between which there is a

genetic divergence lower than 2% (Bradley & Baker, 2001).

RESULTS

Sequences: Forty-six Cox/ sequences were obtained, 35correspond to Mexican
marsupials and 11 to other marsupial and placental outgroup taxa (Appendix I). Sequences
length was about 657 bp, of which 228 were variable and informative. No insertions,
deletions, or codon stops were observed in any sequence. Nucleotide composition was
34.3% thymine (T), 22.5% cytosine (C), 27.7% adenine (A), and 15.5% guanine (G) across
all samples. A BLAST search showed that our CoxI sequences displayed high similarities
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with those reported for Mexican marsupials (between 92-100% similarity), which
confirmed the amplification of the fragment of interest. Additional results within
Didelphimorphia included taxa consistent with outgroups such as C. philander, D. aurita,

and P. frenatus.

Distance analyses: Thirty-one haplotypes were recorded for Mexican marsupials
(Appendix I), which were clustered in several haplogroups, except for C. derbianus that
was represented by a single individual. In addition, eleven haplotypes belonging to
outgroup taxa were also documented. The NJ tree revealed that the haplotypes of C.
minimus, D. virginiana, D. marsupialis, M. mayensis, M. nudicaudatus, and T. canescens
are monophyletic. The samples of C. minimus formed two clades, one for México and
other for Guyana and Brazil. The sequences of D. virginiana also were clustered in two
geographically segregated haplogroups, one for the U. S. A. and Canada and another one
for the distribution of this opossum in Mexico. Similarly, the NJ analysis grouped the
samples of D. marsupialis into three clades. The first clade included one sequence from
Meéxico (Veracruz). The second clade resulting from two barcodes from México
(Campeche) and Costa Rica. The third clade contained samples from Guyana and
Suriname. For M. mayensis, we found that the sequences were arrayed in a single
haplogroup that included barcodes from México and Central America. Similarly, the
samples of M. nudicaudatus formed four clusters, one for the geographical range of this
opossum in México (Chiapas) and Panamd, two more for its distribution in Brazil and
Ecuador, and another one for Suriname. The haplotypes of 7. canescens were grouped in a
single haplogroup, which included five divergent sequences that represent the entire
distribution of this marsupial in México. On the other hand, the samples of M. mexicana
and P. opossum were clustered into two paraphyletic haplogroups. For M. mexicana both
haplogroups were distributed in México (Chiapas and Veracruz, respectively), while for P.
opossum one haplogroup resulting from two haplotypes from México (Veracruz and

Quintana Roo) and Panama, and the other was formed with sequences from South America.

Intraspecific distance was >2% in almost all species, except in D. virginiana and M.

mayensis, in which the genetic divergence varied from 0.0 to 1.4% and from 0.6 to 1.4%,
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respectively. In contrast, interspecific K2P divergences were higher and varied from 2.5 to
21.9% (Table 2).
DISCUSSION

The nucleotide composition of the analyzed barcodes is similar to that reported for D.
virginiana, D. marsupialis, and P. opossum by Cervantes et al. (2010) where the average of
nucleotide frequencies was 33.1% T, 23.7% C, 27.6% A, and 15.3% G. This statement
demonstrates that the nucleotide composition shown by the barcodes of Mexican
marsupials is within the expected range for the mitochondrial genome, in which the GC
percentage varies from 33.2 to 39.2% (X = 36.2 = 4.2; Saccone, de Giorgi, Gissi, Pesole &
Reyes, 1999).

Several haplotypes per species were recorded (between two and six), which may
represent geographic variants produced by the isolation and genetic divergence of their
populations (Amman & Bradley, 2004). In addition, past studies have documented that it is
common to record several haplotypes per species due to due high mutation rate in mtDNA
(Nabholz, Glémin & Galtier, 2009). For example, Sousa et al. (2012) documented three
different haplotypes in Didelphis albiventris Lund 1890 from Brazil. These results are
consistent with those reported in other mammalian groups such as bats where Clare et al.
(2006) recorded three haplotypes in Platyrrhinus helleri Peters 1866 and Trachops
cirrhosus (Spix 1823) from Guyana.

Regarding the haplotype of Caluromys derbianus our record represents the first Cox/
sequence reported for this taxon; for his reason intraspecific comparisons were not possible.
However, K2P distance between Caluromys derbianus and C. philander is 5%, which is
similar to those recorded between D. albiventris and D. aurita (5.3%; Sousa et al., 2012).
This is consistent with the average distances within genera (7.8%) reported in Neotropical
bats (Clare et al., 2006), indicating that C. derbianus may be genetically well differentiated
from its congeners. On the other hand, the intraspecific divergence recorded within
Chironectes minimus was 2.2 %, which supports the notion that the two haplogroups may
represent two different populations from the DNA barcode point of view (Hajibabaei et al.,
2004). However, our analyses only included samples from México and South America and

not from its complete distribution, which may be underestimating the genetic divergence of
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its populations.  Therefore, future studies should include samples from the entire

distribution of C. minimus.

Regarding the two species of the genus Didelphis that co-occur in México,
intraspecific genetic distances were low, from 0.0 to 1.4% in D. virginiana and from 0.3 to
2.6 in D. marsupialis, while the interspecific K2P divergence was higher (8.3 to 9.2%).
These results are consistent with those reported by Cervantes et al. (2010) for these species.
However, intraspecific K2P distances reported in this study are higher than those
documented in D. aurita (0.3%; Agrizzi et al., 2012). Likewise, interspecific genetic
divergence was also higher to those recorded between other species of the genus Didelphis,
5.3% between D. aurita and D. albiventris (Sousa et al., 2012), and 2.8% between D.
imperfecta and Didelphis pernigra Allen 1900 (Lim, 2012). These results suggest that D.
virginiana and D. marsupialis may be well differentiated relative to each other. On the
other hand, the NJ algorithm revealed that both species are monophyletic as Cervantes et al
(2010) showed. However, a previous study had documented that D. marsupialis was a
poorly supported (<53%) paraphyletic taxon, which probably was a methodological artifact
of the tree-building algorithm (Lim 2012).

Similarly, the sequences of Marmosa mexicana were grouped in two paraphyletic
clusters (bootstrap support 100%), which exhibited high genetic divergence between them
(9.3%). This is similar to that reported by Gutiérrez, Jansa & Voss (2010) using sequences
of the Cytb gene where the phylogenetic analyses included two divergent haplogroups
between which K2P distances were greater than 13%. The first haplogroup was consistent
with the distribution of M. m. mayensis in the Peninsula de Yucatan and Central America,
while the second haplogroup was consistent with the area occupied by M. m. mexicana in
Chiapas. In addition to these data, morphological evidence provided by Rossi, Voss &
Lunde (2010) supported the recognition of M. mayensis as a valid taxon (Ramirez-Pulido et
al., 2014). Likewise, the interspecific genetic divergence reported in this paper (2.5 to
8.5%) supported that two cryptic species may be involved; in contrast the K2P distance
recorded within M. mayensis (0.6—1.4%) suggests that this taxon may not include cryptic
species. On the other hand, Lim (2012) recovered three haplogroups of M. mexicana

between which there was almost 10% intraspecific divergence. The first two haplogroups
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were consistent with those reported by Gutierrez et al. (2010), while the third cluster is
consistent with the samples of M. mexicana from Veracruz included in our analyses. This
suggests that M. mexicana as currently is recognized may be split into two cryptic species.

However, addition information is needed to formally describe this group.

The genetic distances among samples of Metachirus nudicaudatus varied from 3.4 to
11.4%. This is consistent with K2P distances reported for this species using Cyth
sequences (4.8—13.9%; Patton, da Silva & Malcolm, 2000). High intraspecific divergence
among the four haplogroups of M. nudicaudatus suggests the presence of several cryptic
taxa from DNA barcode perspective (Lim 2012). Names referable to these haplogroups are
M. n. colombianus, M. n. myosuros, M. n. nudicaudatus, and M. n. tschdii (Gardner &
Dagosto, 2008; Lim, 2012). In addition, morphological and morphometric studies of
museum specimens support that this opossum is a composite and should be split into

several species (Agrizzi et al., 2012).

On the other hand, Philander opossum displayed K2P distances between 0 and 5.9%
and a poorly supported (42%) paraphyly. This is similar to that reported by Lim (2012)
that documented a bootstrap support of 53% for the paraphyly of P. opossum and K2P
distances up to 6% among clades. In addition, the two geographically segregated
haplogroups of P. opossum support a previous study using Cytb data that assigned the
cluster from the Guianas region to P. 0. opossum and the cluster from Central America to
P. o. fuscogriseus (Patton & da Silva, 1997). These results suggest that these two
haplogroups may represent valid species as Lim (2012) pointed out. However, additional

information could be required to split P. opossum into several species.

Likewise, the genetic divergence among the five haplogroups of 7. canescens was
from 1.2 to 5.3%. These values are similar to those reported for this opossum using Cyth
sequences where the genetic distance among clades varied from 3.1 to 8.9% (Arcangeli,
Light & Cervantes, 2017). Likewise, these authors reported that this opossum included five
strongly supported clades segregated by landscape discontinuities associated to the
presence of geographical barriers. This pattern is consistent with those documented in
others Mexican taxa that co-occur with this marsupial such as other mammals, reptiles, and

birds (Devitt, 2006, Gonzélez, Ornelas & Gutierrez-Rodriguez, 2011; Light, Ostroff &
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Hafner, 2016). In addition, the three out of five haplogroups are consistent with the current
recognized subspecies of this mouse opossum: 7. c. canescens, T. c. gaumeri and T. c.
insularis (Ramirez-Pulido et al., 2014). The fourth haplogroup is consistent win sinaloae, a
synonym of 7. c. canescens, from Sonora to Colima, while the fifth cluster is consistent
with T. balsasensis, a new species described for the Balsas basin (Arcangeli et al., 2017).
Therefore, our results support that the five haplogroups of 7. canescens are representing

different species from DNA barcode perspective.

In summary, K2P distances we recorded among different species were much greater
than those registered within them. The genetic divergences registered between congeners,
the pairs of species D. virginiana — D. marsupialis (7.8 to 8.7%) and M. mexicana — M.
mayensis (2.5 to 8.5%) were smaller than those reported among species belonging to
different genus. K2P interspecific divergence among didelphid genera varied from 2.5 to
21.9%, which are consistent with those found by Lim (2012) for didelphids (10.4 to
25.7%), chiropterans (17.0 to 30.9%), and rodents (8.4 to 18.7%). Likewise, our results are
also similar to those reported by Patton, Dos Reis & da Silva (1996), which recorded an
extensive range of intergeneric divergence among didelphids, ranging from 13.7 to 52.7%,

using Cyt-b sequences.

Of our particular interest is the accurate identification of the mouse opossums of the
genera Marmosa and Tlacuatzin, two different phylogenetic linkages that are converged
morphologically, and the two species of the genus Didelphis that are distributed in México
(Voss & Jansa, 2009; Cervantes et al. 2010). This is important because their highly similar
morphology may lead them to have similar ecological niches and to erroneous taxonomic
identifications (Gardner, 1973). In fact, D. virginiana shares metazoan parasites with D.
marsupialis, while M. mexicana shares them with T. canescens (Guzman-Cornejo et al.
2012; Acosta-Virgen, Lopez-Caballero, Garcia-Prieto & Mata-Lopez, 2015). The
interspecific divergence we recorded between D. virginiana and D. marsupialis varied from
7.8 to 8.7%, while between Marmosa and Tlacuatzin was 18.0 to 20.9%, which

demonstrates that these species are well differentiated genetically.

On the other hand, C. derbianus and M. nudicaudatus are threatened species, while

C. minimus is an endangered taxon (Ramirez-Pulido et al., 2014). Therefore, it is important
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to document correctly its taxonomic identity and presence in México. Otherwise, if it is not
known exactly which taxon you are dealing with, you cannot implement precise
conservation actions. Our data support the presence of the three species in our country
since the NJ analysis clustered the sequences of these species generated in this study with
the barcodes obtained from BOLD, confirming their taxonomic identity. Likewise, the
intraspecific distances recorded within these species are smaller than those obtained among

them, indicating that they are well differentiated from each other (Table 1).

From the use of the tool BLAST, which showed that our Cox/ sequences displayed
high similarities with those reported previously (92—%), until the distance analyses
implemented with sequences of the marsupials of the Order Didelphimorphia, we correctly
identified the sequences of the marsupials that are distributed in México with the sole
exception of M. mexicana. Consequently, our data support that the Cox/ sequences
generated in this study can be used as DNA barcodes to identify Mexican marsupials since
they provide characters for their molecular diagnosis. This is important due to an accurate
identification is needed for any conservation practice. Our data also document the presence
of the nine species of opossum distributed in México. Therefore, DNA barcodes could be
additional evidence for species identification from the integrative taxonomy context since
their use does not replace the full taxonomic analyses of morphological data but

complements it.
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RESUMEN

Codigo de barras de DNA de los marsupiales mexicanos (Mammalia:
Didelphimorphia): En México se distribuyen ocho especies de marsupiales las cuales han
sido escasamente estudiadas. Su morfologia las distingue, excepto por los pares de
especies Didelphis virginiana — Didelphis marsupialis y Marmosa mexicana — Tlacuatzin
canescens que se confunden con facilidad. Por otro lado, Caluromys derbianus,
Chironectes minimus y Metachirus nudicaudatus apenas se conocen. Por tal motivo, es
necesario, entonces, generar evidencia para documentar correctamente su identidad
taxondmica y su ocurrencia en México y para proporcionar informacién para conservar
estas especies. Una alternativa reciente para la identificacion de especies es el uso de los
codigos de barras de DNA como el gen citocromo oxidasa subunidad I (CoxI), el cual ha
sido ampliamente utilizado para documentar diferencias genéticas a lo largo de las especies
animales. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar a los marsupiales
mexicanos a través de sus codigos de barras. Se obtuvieron 36 secuencias del gen Cox/ de
tlacuaches mexicanos, las cuales se compararon a través del algoritmo del vecino mas
cercano (NJ) utilizando el modelo de sustitucion de nucledtidos dos pardmetros de Kimura.
Este andlisis incluyo secuencias de otros diez marsupiales didélfidos con fines
comparativos y dos secuencias de mamiferos placentados para enraizar el arbol. EI arbol
de NJ agrupo los haplotipos de C. minimus, D. virginiana, D. marsupialis, M. mayensis, M.
nudicaudatus 'y T. canescens en haplogrupos bien diferenciados, mientras que los
haplotipos de P. opossum y M. mexicana se agruparon con los haplotipos de P. andersoni'y
M. mayensis, respectivamente. La divergencia intraespecifica fue >2% en casi todas las
especies, excepto en D. virginiana y M. mayensis, en donde las distancias genéticas
variaron de 0.0 a 1.4 y de 0.6 a 1.4%, respectivamente. En contraste, la divergencia
interespecifica fue mayor y vari6 de 2.5 a 21.9%. Estos resultados demuestran que los
codigos de barras de DNA son herramientas utiles para documentar las diferencias
genéticas entre las nueve especies de marsupiales mexicanos y por lo tanto, pueden ser
utilizadas para caracterizarlos molecularmente para su identificacion taxonomica. Esta

informacion sera valiosa para fines de conservacion.

Palabras clave: CoxI, Didelphidae, distancia genética, identificacion taxondmica,
mamiferos, tlacuaches.
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TABLE 1.

Primers used to amplify the cytochrome oxidase subunit I (Cox/) gene in Mexican
marsupials. For DNA obtained from fresh tissues, amplification of CoxI gene was
performed using the universal primers from Ivanova et al. (2007), while for degraded skin

snips, the CoxI gene was amplified using multiple primer pairs from Leon (2013).

Primer Sequence 5°—3’

VF2 tl TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
FR1d t1 CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA
COIF3 AATAAATAATATAAGYTTYTGACTYC

MNeF1 ATTACYACYATCATCAATATAAAACC

COIR2 GTGGTTTTATATTGATGATRGTRGT

COIR3 GTAGRAGTCARAARCTTATATTATT
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Fig. 1. Neighbor-joining tree constructed with sequences of the cytochrome oxidase
subunit I gene of Mexican opossum and others South American marsupials using
Kimuras’s two parameters model of nucleotide evolution. Numbers closed nodes are
bootstrap support (1 000 replicates).
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DISCUSION GENERAL

El Orden Didelphimorphia agrupa a la mayor parte de los marsupiales del continente
americano, aproximadamente 100 especies en 19 géneros (Jansa et al. 2013); por lo que
ocupa el tercer lugar en riqueza de especies dentro de la fauna mastozooldgica Neotropical
después de roedores y quirdpteros (Catzeflis et al. 1997). Frente a tal diversidad, la
ausencia de estudios sobre limites sistematicos y diagnosis apropiadas ha dificultado el
entendimiento de las relaciones filogenéticas de los didelfimorfios (Voss y Jansa 2003).
Sin embargo, la taxonomia de este grupo ha sido muy dinamica en los ltimos afios debido
a la descripcion de nuevas especies y a la separacion de taxones politipicos (Agrizzi et al.
2012). Asimismo, revisiones sistematicas relativamente recientes han traido como
resultado la descripcion de nuevos géneros, como Tlacuatzin, Chacodelphys y Cryptonanus

(Voss y Jansa 2003; Voss et al. 2004; Voss et al. 2005).

Tlacuatzin es un género monotipico endémico de México cuya biologia ha sido
escasamente estudiada (Zarza et al. 2003). Este marsupial se caracteriza por un pelaje
dorsal de color gris con una mascara de color negro alrededor de los ojos y la ausencia de
un marsupio en las hembras (Zarza et al. 2003; Arcangeli et al. 2013). Particularmente,
antes de este trabajo se desconocian la diversidad que pudieran tener las poblaciones de este
raton tlacuache gris (7. canescens) y, por lo tanto, las implicaciones que esta informacion
pudiera tener en relacion a su taxonomia y conservacion. Este trabajo aport6 informacion
relevante en este sentido ya que se evalud la variacion morfoldgica y genética de este
marsupial, a lo largo de su distribucion geografica empleando andlisis filogenéticos,
morfométricos y de genética de poblaciones. La informacién obtenida por estos tres
enfoques reveld que este taxon presenta una amplia variacion, la cual es consistente con un
patron biogeografico tipico de especies con poca vagilidad, amplia distribucion y en donde,

existe la formacion de haplogrupos y la presencia de alopatia (Hernandez-Romero 2016).

Nuestros datos indican que ese patrén no es concordante con la taxonomia actual del
género (sensu Ramirez-Pulido et al. 2014); en donde T/acuatzin esta representado por una
sola especie, T. canescens con tres subespecies reconocidas: 7. c. canescens, T. c. gaumeri
y T. c. insularis; y por lo tanto, se propusieron cambios taxonémicos. Un caso similar lo
representa el raton tlacuache mexicano (Marmosa mexicana) que recientemente fue
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dividido en dos especies con base en evidencia molecular y morfoloégica (Rossi et al. 2010;

Ramirez-Pulido et al. 2014; Voss et al. 2014).

Siguiendo el concepto filogenético de especie, el cual considera que las especies son
linajes que presentan un patron de ancestria-descendencia y tienen una historia evolutiva en
comun (Agapow et al. 2004), el género Tlacuatzin esta conformado por cinco clados bien
diferenciados, tanto molecular como morfologicamente; dichos clados son consistentes con
areas geograficas discretas: 1) Islas Tres Marias, 2) Planicie costera del Pacifico, 3) Cuenca
del Rio Balsas, 4) Istmo de Tehuantepec y 5) Peninsula de Yucatan. Estos grupos estan
delimitados por la presencia de barreras geograficas como la Faja Volcanica
Transmexicana o el Istmo de Tehuantepec, las cuales han fungido como una barrera al flujo
genético propiciando eventos vicariantes, similares a los que han ocurrido en otros
mamiferos pequefios (Sullivan et al. 1997; Leon-Paniagua et al. 2007). De tal manera,
estos clados presentan historias evolutivas diferentes ya que habitan en regiones
geograficas aisladas y por lo tanto estan sujetas a condiciones ambientales distintas, lo que
se ve reflejado tanto en la morfologia como en su variacion genética (Campos 2005;

Espinoza et al. 2011).

La evidencia molecular generada reveld que existia una divergencia genética alta
entre los clados, tanto para el gen citocromo-b (Cyth) como para el gen citocromo oxidasa
subunidad I (CoxI; 3.1—8.9% y 1.2—5.3%, respectivamente), lo que implica que éstos han
divergido considerablemente y por lo tanto, bajo el concepto genético de especie y desde el
enfoque del cddigo de barras de DNA, cada clado podria representar un taxon diferente
(Bradley y Baker 2001; Hebert et al. 2004). Asimismo, el hecho de que no se hayan
encontrado haplotipos compartidos entre los clados y de que los microsatélites presentaran
diferentes alelos en cada uno apoya la hipotesis de que el género Tlacuatzin incluye varios
taxones (Knowles y Cartens 2007; Frankham et al. 2010). En contraste, la diferenciacion
morfologica de estos clados no es tan clara ya que los andlisis morfométricos no lograron
separarlos por completo. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en el arco

cigomatico, los molares y las bullas timpénicas que pueden ayudar a distinguirlos.

Por lo tanto, la evidencia molecular y morfologica examinada contribuye al
reconocimiento de 7. gaumeri, T. insularis y T. sinaloae como especies validas. Ademas,
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estos analisis ponen de manifiesto el descubrimiento de un nuevo taxoén, 7. balsasensis o
raton tlacuache del Balsas (Fig. 6), cuya descripcion se caracteriza por identificar a la
especie mas grande dentro del género (LT = 248.4 + 28.9 mm). Asimismo, este taxon se
distingue por tener un craneo largo y ancho (CBL = 31.7 + 2.8 mm and ZB = 18.3 + 2.2
mm) y una coloracion café que no muestra el patron gris distintivo del género (Arcangeli et
al. 2018). Con estos cambios taxondmicos se incrementd de 1 a 5 el nimero de especies
formalmente reconocidas dentro del género, y en consecuencia el numero de taxones
clasificados dentro del Orden Didelphimorphia que se distribuyen en México también

aument6 de 9 a 13.

Figura 6. Raton tlacuache del Balsas (Tlacuatzin balsasensis) colectado en Iguala,
Guerrero, México (fotografia: Lazaro Guevara).

Con respecto a las relaciones filogenéticas entre Tlacuatzin y los géneros Marmosa 'y
Monodelphis, los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipotesis de que Tlacuatzin
es el grupo hermano del clado conformado por Marmosa y Monodelphis (Voss y Jansa
2009). En contraste, el analisis morfologico muestra que Tlacuatzin y Marmosa son muy
similares, aunque se pueden diferenciar por el tamafio ya que 7lacuatzin es mas pequeio
(Zarza et al. 2003). Asimismo, estudios citogenéticos previos soportan la hipotesis de que

los tres géneros estdn bien diferenciados ya que muestran diferencias en el numero de
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cromosomas; mientras que Marmosa presenta 14, Monodelphis presenta 18 y Tlacuatzin 22

(Svartman 2009).

Por otro lado, el andlisis de la variacion genética del gen Cytb permite inferir como
fue el proceso de diversificacion del género Tlacuatzin en México. Los analisis
demograficos sugirieren que la variacion genética presente en este taxon se origind como
consecuencia de crecimiento poblacional rapido a partir de un tamafio efectivo de poblacion
pequeino (Avise 2000; Ashfaq et al. 2014). Asimismo, el analisis de tiempos de divergencia
sugirid6 que este cuello de botella es consecuencia de los ciclos de contraccion y de
expansion de la distribucion de este taxon durante los cambios climaticos que ocurrieron
durante el Pleistoceno, similar a lo encontrado en otros vertebrados terrestres (Barber y

Klicka 2010; Kerhoulas y Arbogast 2010; Fernandez et al. 2013)

Similarmente, el andlisis de la diversidad expresada por los microsatélites permitio
identificar las poblaciones que podrian encontrase en alguna categoria de riesgo de
extincion, lo cual favorecera al establecimiento de estrategias para su conservacion. Los
analisis revelaron que a nivel de género Tlacuatzin presenta una diversidad genética alta
(11—19 alelos por microsatélite y una Hr = 0.67—0.76), mayor a la observada en la
mayoria de los marsupiales australianos (Eldridge 2010). Dicha diversidad se encuentra
estructurada en cinco grupos genéticos bien diferenciados (Fst = 0.107—0.299), los cuales
coinciden con los clados obtenidos en el andlisis filogenético. Asimismo, se identificaron
como poblaciones en riesgo las que se distribuyen tanto en la Peninsula de Yucatdn como
en las Islas Tres Maria ya que presentaron los niveles de diversidad mas bajos (3.5 alelos
por microsatélite y Hg = 0.672 y 0.688, respectivamente). Sin embargo, las poblaciones
presentes en las Islas Tres Marias podrian ser las que se encuentran en mayor riesgo ya que
al presentar una distribucion muy restringida los efectos de la destruccion de su habitat por
actividades antropogénicas podrian ser mayores. De hecho, Wilson (1991) observé que las
poblaciones de este marsupial habian mermado como consecuencia de la introduccion de

fauna exotica (perros y gatos) a las islas.

Un complemento importante que ayuda a delimitar y reconocer la presencia de mas
de una especie en el género Tlacuatzin es el uso del codigo de barras de DNA. Este
marcador molecular es de mucha ayuda ya que permite: 1) caracterizar molecularmente los
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marsupiales que se distribuyen en Meéxico; 2) identificar correctamente especies
morfoldgicamente similares, como D. virginiana y D. marsupialis y 3) identificar especies

cripticas, como 7. balsasensis.

Por ultimo, los resultados de esta investigacion incrementan el numero de especies de
mamiferos terrestres registradas para México de 496 a 499, agregando 4 taxones endémicos
(Ramirez-Pulido et al. 2014). Asimismo, el hecho de que este estudio haya incluido tanto
muestras colectadas en el campo como muestras de tejidos albergados en colecciones
mastozoologicas de México y Estados Unidos de América pone de manifiesto la
importancia de las colecciones bioldgicas en el estudio de la biologia evolutiva de los
organismos, ya que en muchos casos sera dificil regresar a las localidades originales de

donde se extrajeron los ejemplados colectados (Esteva 2011).

De igual forma, este trabajo tiene implicaciones importantes en la conservacion de
Tlacuatzin, que aunque éste no se considera como en peligro de extincion, se distribuye en
la selva baja caducifolia cuya cobertura en el territorio es menor al 4% y es uno de los
ecosistemas mas perturbados por actividades antropogénicas (Ortega et al. 2009).
Finalmente, este estudio abre las puertas para futuros trabajos enfocados en la historia
evolutiva y la genética poblacional de los mamiferos de nuestro pais, especialmente los

miembros del Orden Didelphimorphia cuya biologia ha sido escasamente estudiada.

CONCLUSIONES

La evidencia presentada en este trabajo aporté informacion relevante sobre la
variacion morfoldgica y molecular de género Tlacuatzin, la cual repercutié directamente en
la taxonomia del mismo. Asimismo, el analisis de esta variacion con diferentes
herramientas permitié conocer el proceso de diversificacion de este marsupial e identificar
las poblaciones que podrian estar en riesgo de extincion. Por lo tanto, se logro el objetivo

general de este trabajo, el cual fue documentar la historia evolutiva del raton tlacuache.
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