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RESUMEN 

El ratón tlacuache (Tlacuatzin canescens Allen, 1893 ) es un marsupial endémico de México 

cuya biología ha sido escadamente estudiada.  El objetivo general de este trabajo fue documentar la 

historia evolutiva de este taxón y describir la diversidad genética de sus poblaciones.  En el Capìtulo 

I se examinaron secuencias de DNA para probar su exclusividad y evaluar las relaciones 

genealógicas entre sus poblaciones y con especies de géneros cercanamente relacionados.  

Asimismo, se realizó el análisis morfométrico de variables cráneo-dentales para distinguir 

fenotípicamente los clados obtenidos en el análisis filogenético.  Los resultados apoyaron la 

exclusividad de Tlacuatzin y revelaron que este género está formado por cinco clados bien 

diferenciados tanto morfológica como molecularmente.  El análisis de reloj molecular relajado 

reveló que la diversificación de especies de este género empezó hace 2.35 millones de años durante 

el Pleistoceno temprano y término en el Pleistoceno tardío hace 0.19 millones de años en respuesta a 

los cambios ambientales y a la presencia de barreras geográficas.  Como resultado, se propusieron 

cambios en la taxonomía del género que incluyen el reconocimiento de T. gaumeri, T. insularis y T. 

sinaloae como especies válidas y la descripción de una nueva especie T. balsasensis.  Nuestros 

resultados apoyan la hipótesis de que Tlacuatzin es el grupo hermano del clado formado por 

Marmosa y Monodelphis.  En el Capítulo II se documentó la diversidad genética de las cinco 

especies del género Tlacuatzin utilizando secuencias de DNA mitocondrial y microsatélites.  Se 

hicieron análisis de demografía histórica y diferenciación genética.  Los análisis revelaron que las 

cinco especies despliegan niveles altos de diversidad genética.  Los análisis de demografía histórica 

sugieren que esta diversidad es consecuencia de un crecimiento poblacional rápido a partir de un 

tamaño poblacional pequeño, mientras que los análisis de diferenciación revelaron que existe una 

fuerte estructuración genética dentro del género.  En el Capítulo III se utilizó la herramienta del 

código de barras para documentar las diferencias genéticas que existen entre las cinco especies que 

conforman el género Tlacuatzin y entre este taxón y los demás tlacuaches mexicanos.  La 

divergencia genética documentada entre los clados de Tlacuatzin fue mayor al 2%, similar a la 

reportada en las comparaciones interespecíficas, lo que  corroboró que estos clados deben ser 

reconocidos como especies diferentes.  El análisis de distancias genéticas identificó correctamente la 

identidad taxonómica de las especies morfológicamente similares, D. virginiana, D. marsupialis, T. 

canescens y M. mexicana.  Se documentan todas las especies de marsupiales que se distribuyen en 

México.  Los resultados obtenidos en este trabajo tienen consecuencias importantes para la 

implementación de acciones para la conservación de las especies de Tlacuatzin. 

Palabras clave: análisis filogenético, código de barras, Didelphimorphia, DNA mitocondrial, 

marsupial, microsatélites, morfometria  
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ABSTRACT 

The gray mouse opossum (Tlacuatzin 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 T. 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 Tlacuatzin, 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 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Los mamíferos tradicionalmente se han dividido en tres grupos: Prototheria, que incluye a los 

mamíferos nacidos de huevo; Metatheria, que reúne a todos marsupiales; y Eutheria, que comprende 

a los mamíferos placentados (Svartman 2009).  Los marsupiales, además de poseer las 

características típicas de un mamífero como son el pelo y las glándulas 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 más 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 órdenes, de los cuales Dasyuromorphia, Diprotodontia, 

Notoryctemorphia y Peramelemorphia se distribuyen en la región 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 está representado por una sola 

especie (Dromiciops gliroides), mientras que el orden Paucituberculata agrupa a seis especies en tres 

géneros (Caenolestes, Lestoros y Rhyncholestes).  Ambos órdenes son considerados relictos en la 

fauna actual debido al escaso número de especies que contienen y a lo restringido de su distribución 

geográfica (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 mastozoológica 

Neotropical después de roedores y quirópteros (Catzeflis et al. 1997).  Los didelfimorfios 

representan al orden más antiguo de la Infraclase Metatheria, apareciendo en el registro fósil del 

Cretácico tardío de Norteamérica, por lo que sus integrantes son considerados la base de la radiación 

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 uña 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 mayoría 

son de hábitos escansoriales y omnívoros (Vaughan et al. 2010).  La distribución geográfica de los 

didelfimorfíos se extiende desde el sureste de Canadá hasta la Patagonia (Arcangeli y Cervantes 



4 

 

2009).  La mayoría 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 mamíferos despliegan una amplia variedad de 

estrategias adaptativas, lo que les permiten ocupar una gran diversidad de nichos ecológicos, 

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

Actualmente, existen pocas revisiones taxonómicas que reflejen el conocimiento actual sobre 

las relaciones evolutivas de los didélfidos (Voss y Jansa 2003; Fig. 1).  Sin embargo, existen 

evidencias contundentes, tanto morfológicas como moleculares, que apoyan: 1) la monofilia de la 

subfamilia Didelphinae; 2) la monofilia de los didelfimorfios de talla grande y número diploide de 

22 cromosomas (2n = 22); 3) una relación 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 están bien definidas aunque se sabe que este género está estrechamente 

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

El orden Didelphimorphia está representado en México por nueve especies y siete géneros, 

todos ellos incluidos dentro de la familia Didelphidae (Ramírez-Pulido et al. 2014).   Estos 

mamíferos se conocen con el nombre de tlacuaches o zarigüeyas y están presentes en casi todo el 

país excepto en la Península de Baja California y la Meseta Central (Villa y Cervantes 2003).  La 

mayoría de las especies que se distribuyen en México están restringidas a los ambientes tropicales y 

húmedos del sureste, sin embargo, el tlacuache de Virginia (Didelphis virginiana) y el ratón 

tlacuache (Tlacuatzin canescens) están adaptados a los ambientes templados y secos del centro y 

oeste del país (Gardner 1973; Voss y Jansa 2003).  Por otra parte, Tlacuatzin es un género endémico 

y monotípico de México cuya biología ha sido escasamente estudiada y que muestra características 

biológicas, ecológicas y evolutivas distintivas, entre las que destaca la distribución disyunta de sus 

poblaciones en el oeste de México y la Península de Yucatán (Voss y Jansa 2003, 2009). 
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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 análisis de 
máxima parsimonia (MP), máxima 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 ubicación del ratón tlacuache 
Tlacuatzin canescens.   
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Tlacuatzin canescens Allen, 1893 

El ratón tlacuache o tlacuachin, Tlacuatzin canescens, es el marsupial más pequeño que se 

distribuye en México, similar a un ratón y pesa entre 38 y 60 g (Zarza et al. 2003); se caracteriza por 

un pelaje dorsal de color gris a canela con una máscara de color negro alrededor de los ojos 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 región ventral donde las crías terminan su desarrollo (Ceballos y Miranda 2000). 

 

Figura 2.—Ratón tlacuache (Tlacuatzin canescens) en la Estación de Biología Chamela, Instituto de 
Biología, UNAM, en Jalisco, México (fotografía: J. Arcangeli).  

Originalmente, T. canescens estuvo clasificado dentro del género Marmosa; sin embargo, tras 

un análisis combinado de datos moleculares y morfológicos se encontró que divergía 

considerablemente de las otras especies del género, por lo que fue removido y clasificado en un 

nuevo género, cuyo nombre hace referencia al vocablo náhuatl para referirse a un tlacuache (Voss y 

Jansa 2003).  Tlacuatzin canescens se distingue de los ratones tlacuache del género Marmosa, con 

los que converge morfológicamente, en primer lugar por su tamaño ya que Tlacuatzin es un poco 

más pequeño (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 cráneo 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; Vázquez 2011).  Además, el número 

cromosómico 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; fotografía J. Arcangeli). 

El tlacuachin se distribuye a lo largo de la costa del Pacífico, desde el sur de Sonora hasta 

Chiapas a través de la cuenca del Río Balsas y hasta la costa este de México, en la Península de 

Yucatán y en el archipiélago de las islas Tres Marías frente a las costas de Nayarit (Voss y Jansa 

2009; Guzmán-Soriano et al. 2013; González-Christen y Rodríguez 2014; Fig. 5).  Tlacuatzin 

canescens es un componente distintivo de la fauna de la selva baja caducifolia, tanto del Pacífico 

como de la Península de Yucatán, aunque también se le puede encontrar en una gran variedad 

hábitats que van desde el bosque de pino-encino hasta el matorral xerófilo (Voss y Jansa 2003; 

Hernández-Cardona et al. 2007; Monroy-Vilchis et al. 2011).  En el Pacifico, este marsupial 

cohabita con un gran número de mamíferos endémicos, entre los que destacan: la musaraña 

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 Península de Yucatán comparte distribución con algunas especies propias de la 

región por ejemplo, el ratón Otonyctomys hatti y el venado tamazate Mazama pandora (Villa y 

Cervantes 2003; Voss y Jansa 2003). 
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Figura 4.—Vista ventral del cráneo de los ratones tlacuache Marmosa mexicana (izquierda; 
Colección Mastozoológica del Colegio de la Frontera Sur en San Cristóbal de las Casas; ECO-SC-M 
4137) y Tlacuatzin canescens (derecha; Colección Nacional de Mamíferos; CNMA 43132).  Las 
flechas señalan la fenestra adicional en T. canescens y el proceso rostral en M. mexicana (fotografías 
J. Arcangeli). 

 

Figura 5.—Distribución geográfica del ratón tlacuache (Tlacuatzin canescens) en México, 
mostrando los límites de las subespecies actualmente reconocidas (modificada de Zarza et al. 2003; 
Ramírez-Pulido et al. 2014).  
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Los tlacuachines se refugian en árboles huecos, madrigueras hechas en el suelo y en nidos 

abandonados de aves (Zarza et al. 2003); son de hábitos omnívoros y su dieta consiste 

principalmente de insectos y frutos, razón por la cual desempeñan un papel importante como 

dispersores de semillas y control biológico de plagas, ocasionalmente pueden alimentarse de 

pequeños vertebrados como lagartijas (Zarza et al. 2003); se reproducen todo el año y llegan a tener 

hasta 14 crías (Ceballos 2014).  Tlacuatzin canescens es una especie abundante, capaz de sobrevivir 

en ambientes severamente perturbados (Hernández-Cardona et al. 2007).  Actualmente, se 

reconocen tres subespecies: T. c. canescens a lo largo de la costa del Pacífico; T. c. gaumeri al norte 

de la Península de Yucatán y T. c. insularis en las islas Tres Marías (Ramírez-Pulido et al. 2014).  

La mayoría de los trabajos publicados sobre T. canescens se han concentrado en estudiar su 

ecología y poco se sabe sobre su historia evolutiva y la diversidad genética de sus poblaciones 

(Zarza et al. 2003; Ceballos 2014).  Además, son escasos los trabajos de este tipo en mamíferos 

mexicanos y se encuentran dirigidos a los grupos con mayor diversidad en el país, roedores y 

quirópteros (Sullivan et al. 1996; León-Paniagua et al. 2007; Ortega et al. 2009).  El estudio de la 

historia evolutiva de T. canescens permitiría conocer cómo fue el proceso de diversificación de este 

taxón en México, mientras que el análisis de la diversidad genética de sus poblaciones permitiría 

determinar el estado de conservación de la especie, así como identificar poblaciones vulnerables y 

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

Historia evolutiva 

La filogeografía es la disciplina que estudia la distribución de los linajes genealógicos en el 

tiempo y en el espacio, partiendo de la idea de que la mayoría de las especies exhiben cierto grado 

de estructura genética asociada con la geografía (Avise 2000; Vázquez-Domínguez 2007).  

Actualmente, los estudios filogeográficos se basan en el análisis de secuencias de DNA mitocondrial 

para encontrar patrones que puedan describir eventos históricos como la fragmentación de hábitats o 

expansión del rango de distribución de las especies (Domínguez-Domínguez y Vázquez-Domínguez 

2009).  Dichos patrones son el resultado de la presencia de barreras geográficas y procesos 

paleoclimáticos que originan tanto el aislamiento geográfico de las poblaciones naturales como la 

divergencia genética de las mismas (Balloux y Lugon-Moulin 2002).  Por ejemplo, las especies con 

distribuciones geográficas muy amplias y poca vagilidad, en general  presentan patrones 
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filogeográficos particulares, como son la diferenciación de haplogrupos y la presencia de alopatría 

(Hernández-Romero 2016).  Asociado con lo anterior, se puede hipotetizar que los cambios 

climáticos del pasado y la compleja historia geológica de México tengan un efecto sobre la 

distribución geográfica de muchas de las especies que se distribuyen en el país (Fernández et al. 

2012).   

Estudios filogeográficos en diferentes taxones mexicanos han mostrado coincidencia entre los 

límites geográficos de los clados filogenéticos coinciden  y la presencia de barreras geográficas (por 

ejemplo, Devitt 2006; Light et al. 2015).  De tal manera que, algunos patrones que se han observado 

son, que en la costa del Pacífico algunos clados filogenéticos están aislados por la presencia del Eje 

Volcánico Transversal y la Sierra Madre del Sur (Amman y Bradley 2004; Ortega et al. 2009), 

mientras que en el sureste el límite geográfico de otros clados es el Istmo de Tehuantepec, una 

barrera geográfica importante para los mamíferos pequeños (Léon-Paniagua et al. 2007; Vázquez-

Domínguez et al. 2009).  Asimismo, algunos autores han propuesto que los cambios climáticos que 

ocurrieron durante el Pleistoceno son la causa principal de la diversificación a nivel específico de 

ciertos mamíferos (Sullivan et al. 1996).  Por lo tanto, es de esperar que las características 

paleoclimáticas hayan influido en el ratón tlacuache produciendo patrones similares.  Sin embargo, 

este marsupial no ha sido estudiado desde esta perspectiva.  Asimismo, se desconoce el impacto que 

los eventos históricos pudieran tener en la diversidad genética de T. canescens. 

Diversidad genética 

La diversidad genética de una especie está directamente relacionada con la adecuación y la 

capacidad de adaptación de la misma (Frankham et al. 2010).  Usualmente, la diversidad genética se 

evalúa utilizando marcadores moleculares como el DNA mitocondrial y loci de  microsatélites ya 

que éstos possen altos niveles de variación, lo que permite determinar parámetros demográficos 

históricos y actuales (Sunnucks 2000).    

Entre los genes mitocondriales más utilizados se encuentran el citocromo-b (Cyt-b) y el 

citocromo oxidasa subunidad I (CoxI), los cuales han sido ampliamente utilizados en mamíferos 

silvestres, como roedores y quirópteros (Bradley y Baker 2001; Borisenko et al. 2008).  Estos genes 

han sido utilizados para estimar la variación genética en tlacuaches del Orden Didelphimorphia y 

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



11 

 

utilizados en T. 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 

diseño de los microsatélites para el tlacuachin se encontró que exhibía niveles de diversidad de bajos 

a moderados (Arcangeli et al. 2013).  Sin embargo, el ensayo incluyó un número limitado de 

ejemplares, por lo que se podría estar subestimando la diversidad genética de Tlacuatzin.   Por tal 

motivo, es necesario evaluar a detalle la variación genética de este género utilizando varios 

marcadores moleculares, con el fin de evaluar adecuadamente su diversidad y estructura genéticas 

actuales e históricas.  Asimismo, el conocimiento de la diversidad genética presente en T. canescens 

es un componente clave para la implementación de acciones de conservación 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 T. canescens y 

describir la diversidad genética de sus poblaciones con abse en el análisis de secuencias de DNA 

mitocondrial, microsatélites, así como y morfometría.  Con este fin, el presente trabajo se dividió en 

tres capítulos:  

CAPÍTULO I.  “Molecular and morphological evidences of the diversification in the Grayish 

mouse opossum, Tlacuatzin canescens (Didelphimorphia), with description of a new species”.  El 

objetivo de este capítulo fue investigar el origen y la diversificación de este taxón utilizando 

evidencia morfológica y molecular. 

CAPÍTULO II.  “Genética poblacional del ratón tlacuache (Tlacuatzin canescens) evaluada 

con DNA mitocondrial y microsatélites”.  El objetivo del capítulo fue documentar la diversidad 

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

CAPÍTULO III: “DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia)”.  El 

objetivo de este capítulo fue caracterizar a las especies de tlacuache que se distribuyen en México a 

través del uso del locus del código de barras. 
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CAPÍTULO I 

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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Moleculnr and Illorphological evidellce of Ihe diversification in the 
gray 1110USC 0I)OSSUI11 , Tlacuatzill callescells (Didclphil11ol'phia), wilh 
desnil)tion of a Ilew sl)ecies 

J~ICA AII.CANGEU.* J ESSICA E . LKlIIT. At'1) F EIL-'ANOOA. C llllVA'-Tf.5 

Posgrtulo ~n Ci~ncias Biológicas. Uni,'ersidad Nacional Am6noma d~ Múico. Al'~nida Ciudad Unil'ersilaria JOOO, c.P. 04360, 
Co}'oae,Út. Ci",ltul de Mhico. México (lA) 
Coluci6n Nuei/HUI/ de/ MlIOliferos. Dl-p<H1W1lelllo de Zo%glu. hUliluwdi' Bi%gla. Un;wrsil/luI Nllei/HIIII AUI6rwmu de 
Múieo. A. P. 70·153. c.P. 045/0. Ci"'!III/ de M¿tico. Mhico (lA. f"AC) 
Drllar/mtnl ofWildlift anll Fislltriu SeitnCfS. Tum A&M Uni"frsir)'. Coi/rgi' Swritm. TX 77843. USA (lE!.) 

* COfft'S{KiIldelll: jellll@sl.ib.unalll.,/U 

n.e gray mouse oJlOssum (l1ac/W/zjn ca"l'Scens) i. a poorly studicd ~upial endemic to M"~ico. Phylogenetic 
or ph)'lageographic inramution 00 this sJl<'Cics and its e.'olutionary hi slory is SCa!!:<' and scallered . W~ 
in"~sligaled !heorigin and lhe di.'ersiflCalion oflhis taxon using molecul:u- ami morphologieal data. W~ cxrunined 
milochondrial (cylochrome-b) and nuclear (intelpholort'Ceplor n:tinoid·binding proIein) sequences 10 leSI 
species mooophyly and IISseSS phylogenclic n: lal ionships wilhin lhe species. We al50 u.<ed muhi,o¡¡rime slluislical 
analyses of 13 craniodcnlal variables 10 assess lhe phenotypic diSlincliveness of milochondrial haplotypic cladcs. 
PhylogeroelK: analy"" reveal~-d thal T. cane.cens i, a monOflhyletic group divided imo 5 .... ell-<lifTeremiated 
eI"""s. Gel\Clic diwfl¡ence 3mong cladcs was 3. 1-8.9% ..... hile lhe intragroop diwrgeoce was 0.5-3.7%. Out 
molecular cloc!: eSlimales iooieate mat Ihc dil"er.ificatioo of thi s laxon occurn-d during thc PI~istoceO('. which 
suggests Ihal c/imalic chang"'" and the pres.ence of g~'Ographical barriers innuencro Ihe genelic difTcrcnti~lioo of 
ils popuL1lions. Morphological analyscs alliD showed thal then: a/C cmnial difTerences among Ihese clades. Ou/ 
n:suhs suggesllhe recognilioo of T. gIIllmeri, T. inmlllfi5. aoo T. ¡imlloor a.~ '"!Ilid species. and lhe n:cognilioo of 
I cladc Ihal .... e describe herc as 8 new species. 

El ralón Ilacuache (77ncunnin CattlJanJ) eS un marsupial cndtCmico 00 México que ha sido escasatrk'nte 
eSludiado. No exiSlen lrabajos sislcmálicos. filogenélicos o filogeognlficos enfocados en esta c.o;pecic por lo que 
su hi"oria e~oluliVl\ se deSCOllOCC. Por lo tanto. el pr0p6silo de esta rootribución fue in.-eSligar el origen y 
la diversificaci6n de este mamífero UliliiUUldo evidencia molecular y monol6gica. Se examinaron dos genes. 
uno mitocondrial (d¡"",romo b) y uno nuclear (intcnotorreceplor rctinoide). para probar la monofilia de la 
especie y e''lIluar las n:laciones filogenélicas dentro de la miIDJa. Además. se examinaron 13 variables cmnealc .• 
y dentales con estadfstica multi~ariada para examina.- difcreocias entre hap logrupos. El an3Jisis filogc..ctico 
revdó que T. canrscellJ es un gruJlO monofilélico que está dividido en 5 ciados bien difen:ociados. La distancia 
genélica entro ciados fue de 3. 1-8.9%. mientras que la di'-e¡gencia al inleriorde é.~los fue de 0.5-3.7%. Nueslras 
eSlinmcioncs indican Que la dh-er.;ificoción dees\e m,mupial oculTÍó du mnle el Pleistoceno loque sugiere que los 
cambios climálicos y la presencia de barre/us geográficas denlro de su di"ribllción pudieron haber ;nfluc:-nciado 
la diwrgenda gcnélica de ,us poblaci""",. Asimismo. el análisis morfológico del cráneo mostró que existen 
diferencias morfomélricas en el cllÍneo enlre •• Ios linaje •. Nuestros resultados sugieren el "",,,,,,,,,imiento de 
T. g/lIIlIIeri. T. insulariJ y T. sino/ooi' como especies ~álid:J5 y d rcconoc imicnlo de un dado que describimos 
lItJur como Una nueva especie. 

Kcy wonls: Didclphimorpllia. endcmic. marsupial. M~lico. mocp/Ioml1riCS. IIC\II' spoc;cs. pIIylogcnC1ÍCS 

e 2<118 American Socicly of hhmmalog;Sls. www.mammalogy,org 
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llIe ¡ray IllQlIse opos~um (TlIICluud" nmrSCfIlS) is a m.aI1iU­

píaJ endemic 10 /o.l éxico mal represents a di5linctivI." mamma­
lían componen! of tropical dry fOf'\>SIS of .... estem México aOO 
lhe ~n¡nsuln de Yuca¡an (Voss!too Jansa 2003), Gray IlIOUSC 
OjlOJsums are small. ca. 20 j. arod are characteri7.ed by a ¡ray or 
brownish gray dor.;al furo a blad mas),: arouoo ¡""eyes. aOO!he 
a~nce of tlx> typical mars.upial pouch (Zat-üI el a l. 2003). lbi. 
laxon occurs on Tres Marias Islands off lhe Mcxican Pacific 
COOM and 0Cl lhe mainllUld aloog 1he Pacific lowlands fmm 
SOlIO", 10 Chiapas. and through ¡he Balsas ,;ver bas;" 10 easl 
México and lhe Penin!;Ula de Yucat.in (Vos,; IlI1d J:IllSll 2009: 
G007.álc1rChristen nOO Rodríguez 2014). 

A llen (1893) described 1: WllfSct'1U as Pille/phis (Micoull'us) 
ca""sulUbascd 006 spcdJTl<"ns fromS:mloDomingodeGuunán. 
O:l.'<aca. lUId lale. tnuu fc...-cd jI 10 !he genus MnmwSl/ Gruy. 
1821 (Allen 1897). In 1898. J. A. Allen de,;cribcd M. siMIO/le 
from moose ~",ms oollectcd in tr.. nonhcm poni"" of tr.. 
species r:mgc (Tatemales. Si~a1oo: se<: Allen 1898). Memam 
(1891. 1898) airo num •. ..:! M. O<:LWC/I(' and M. ;'l.lIIwr;s fmm 
.pecimens collcctoo near O:lJulCa City und O/l the T~s Marias 
Islands, ~specti",ly. Lruer. Osgood 0 9] 3) collectoo spt'Cimens 
in Ir.. Península de Yucacln and described M. gilll"'''';. These 
authon cmphasi1.l..:! dif'fc~nces in siro and fur rolor amoog 
these laxa und M. ctlntSCfns. and ootcd th:u slulls wcre very 
similar. showing ()flly ""riation in proponions. In his systernatic 
revi,i,," ofthe genus M,"mosn. Tate (1933) ,,'as unablc to idcn­
tify thediffc~occs lh:11 Memam(l891, 1898). Allcn ( 1898). and 
Osgood (1913) ~ponoo . Thc~forc:. r.. considcred M, ÍJIJu/aris. 
M. ",,-mea .. , and M. ,jnaloa.. as .ubspt'Ciesof M, cane.cen., and 

synonymized M. gallmu; under M. c. ca"'Scenr (Tate 1933). 

,~w 

" .. .. ., ... - ' 

~
' , 
\) . ' 
" , 

r. <. lnsuIori> 4 

-

Thi, amtngement remaillCdunti! Vos~ andJ¡ ... sa (2003) 
asses=l the phyloge""tic relationships within the Order 
Diddphimorphia using molecular aOO IOOrplwlogical dala. aOO 
found lhat M. call1Jall. Slmngly divugN fmm lhe O!her .pe­
cies of lhe genus. As soch, VQ!<s and Jansa (2003) reoogni1.cd 
a IICW genus (TIi.c..m;;in) for Ihis species. ahhough mey did 
nO! documcnt any ",bsp"";es within T. c{lIIrJcenJ and lreatcd 
jnslI{¡rriJ, O<:I.WCl/I!, sjnl/lool, and IlmUllui as syoonym. (Vos~ 
and Jansa 2(09). Howewr. <fue- 10 the grogr:tphical di .ju",t dis­
tributi"" or mi. marsupial in the dry rore>l. thal occur both in 
Yucat:in and weSl.m México and \he subst:,nlial morphologi· 
cal '11rimion in Si7..e and color found by Wilson {19(1 ) hetwccn 
nl.linlaOO and Tres Marías [slands specimen •. Vos. and Jansa 
(2(03) pointed OI.ll that a critical ,yslemalic ,",vision of the 
genu. is nceUcd. SubseQucnlly, Gardncr (2005) rccognirod 2 
~ub.pecieli, T. r. rllneSCf/lS distributed in wCSlem and SOlIlh­
central Mé1ico and T. c. gallmerí distribuled inlhe Península 
de Yucatán. On lhe OIber hand. Ceballos (2014) recognized 
'1: c. OóIXaMe and T. r. Si,W/OOI as \lIM tala and synony­
mizN gmml.ri under T. r . WIltSrfnS. The cu~nt taxonomy 
of T. can~scens, ..... hich i. bal;ed "" morphological traits, rec­
ognize. 3 subspccie5 (Fig. 1): T. c. catl~,cens along lhe Pacific 
v;,'rsunt and through the Balsas river !Ias;n: T. c. gal/lllfri fmm 
lhe nonhem pan of lhe Península de Yucntán: aOO T. e, insu­

laris flOm Tres MllI'Ías [, Iands (Ramirez-Pulido et al. 201 4). 
Phylogenctic rdationships among 71acundn and dosely 

~Imed genera. Mouo<:lrIl'his :md M¡,mwsa. are undear. 
allhough Ibero is IiOnloC." .uppon lhitl l1'U:I/..,~in aOO Mumwsa 
are sister tal8 (Vos. and Jansa 2009). Jansa el al. (201 4) pro­
posed mal the genus 1'J¡¡CU/,t!Í1I di\'l'rged fmm a cladc mal 

., 

' 'I'N " '" 

._ .os"W .- ....... _ 

.·Ig. l.--Gcograplllcal disuibutioo of lbc Fl1Iy mousc opossUnl (l1/UUilltin """IJCiIU) sOOwlng rangcs of cUffi'nlly r«ognilCd subspocirs (sensu 
Ramrrelr l'ulido ~ al. 2(J 1 J). and colleaioo Incalilics samploo for molocular analyscs. Numbcn COIl'l$jlOO!l lO popul:llion samplcs listcd in Tallle l. 
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ARCANGELI lIT Al.-DlVERSIFlCATION OF TLACUÁr/JN CANESCENS 

comprises MarltloJt' and Mon"drlpl,is Ca. 17 minioo years ago 
(Ma; 13.0-21.5.95% HPD) in Soulh America; ho ..... e"". t~re 
i~ no fossil =ord lodocumenl .. il~' lhe prese", .. oflhi~ tuon 
in Soulh Am.ricaor ils migr-~lion lhrough lhe Pamuna ISlhmus. 
IfTlocuml.;n did originale in Soulh Amel"Í<"a. ils """ .. ,Ior mighl 
ha''C rc:w.:hcd North Ame,ica hy stc[lfling-SIOI\e diSjlC"rsal o''Cr 
lhe Miocenc archi(l<'lago Ih:,1 emcrg<!d ~I""'cen lhe North and 
South American plal .. s. AIt.malively. Tlacumún may ha,·c 
re:w.:hcd North America much Ialer in lhe Plioccne ..... hcn lhe 

PunanuUlian bnd bridge w3s complctcly formcd. as il has ~cn 
suggcsled for other didelphid opossum, (Marshall <"1 al. 1982; 
Coales el al . 2(X).1 ; Jansa el al. 201 4). TIte p.~st climalic flOClUa. 
li005 nnd lhe ru gged 10000gI""Jphy of México mighl hJ,·e shap.:d 
the curren! dislribution of Ihi. specie. through <")'eles of expan· 
.ion and range fragmenl3lion (Fcm:inde~ el al. 2012). Of par· 

licular inlere.<1 are lhe popublions of TlacUllr..in fmm lhe Tres 
Marias Islands aOO Ihe Peninsula de Yocal"" . ..... hich are isolaled 
from Ihe popul3lioos of ..... cstem and centrul México by the 

prescoce oflhe Paci/k Oc.!an uOO lhe J Slhmu~ of Tehuantepec. 
respeclively. TItese geogrnphical barríe ... may ha,·c promoted 
the isolUlion uOO ge""lic difTerentiation of TlacUll/Ún popula. 

lioos as Ihey ha'·e in other specics (Giarla und Jansa 201 <1 ). In 
addilion. previou, reports on herpelofauna from the T re. Marias 
Isbndli and the Pen;nsula de YOC81ún havo: SUggeSlOO Ihru 
lhese popublioos may have originale!! doring lhe Pleislocene 
..... hen the sea I,,,·el ..... as lo ..... and !he semiarid enviroomem, 
Were continuous in the iSlhmus. respecli,-cly (Duc llman 1960; 
Ca.~as-Andreu 1992). Pasl phylogcographic sludies focused on 
Muiean !an ha~e Slaled thal the dislribmional bouOOaries of 
ge""tic clades are concordanl with .. ~i~ling gcographical bar­

riers such as mounlain r-~nges or ri'·ers ( ... g .. Za ldivar- Ri'·cron 
cl a l. 1004; IJevil! 2006; Cort"s-Rodr;gue7. el al. 2013, Lighl 
et al. 2016). Son..., aUlho ... also ha,'C proposed thal the dimalic 
changt5 during lhe Pkislocene are lhe cau~ of sjl<.'Cics·lc,'C1 
dive ... ificalion in marnmal. and bird, (e.g .. Sulli,·an et al . 1997; 
Barber and Klid:a 2010). Therefore. these land .... ape feature. 

and clinutlic AOCIU:tlions llIay ha'·e afTecle!! T. CllllflctllS. gen· 
eral;ng similar e'·olulionary re.ponse •. 

Al presento there haye ¡"¡"'n no systernruic sludies focused on 

7: callt'Jctlls. lhe sl<olUS of Ihe currenlly =ognil.ed subspe;:ies 
,. conlrove""al. aOO lhe phylogeogl3phic e'·oluliooary hislory 
ofthis spe;:ics ha, nO! ¡"¡"'n sludie!! . Ther .. fore. a systemalic and 

la~ooolllic asse.<smenl oflhe gr-dy nlOU.<e o~sum is nect'.<sary. 
We lnveSligated the origin and di,·ersifiealion oflhis marsupial 
u.ing mol~ulnr and morplmlogical dala. We also reasse,. the 
la~ooolllic SlUIUs oflhecummlly recognizc<l subspecies a.~ ",·ell 
as relalionship. belween Tlac",IIZj" and other didelp/lid genern. 

i\I,\"I"nU ,\ I.~ AN lJ M t:·1"I1 0 IIS 

!II/Jlen¡//U (-IIIaO·se, 

S~dmms ex,un;ned. - lissue samplcs from T. car,escens 
",ere obtained from specimens Irnpped inlhe field under the col · 
Iccl;ng pennil FAUT-0002 iS!iuW loane of us (FAChad Ihroogh 
loans from mammal eollcction. (Tabl<- 1; FiJ.( . 1). Colleclion 

abllrevialions are a. follow.: Cenlro Inlerdisciplin:uio de: 
In,·e'ligación par;! el Desarrollo Imegrnl Regional. Unidad 
Dur-dngo (ClI)llR); Colección de Ma míferos de la Uni'·ersidad 
Aul6noma de Campeche (CMUAC); Cok'CCión Nacional 
de Mam;ferO$. Instiluto de BioI08;a. Uniw ... idad Nacional 
AUlónoma de Mhico (CN MA); Colección MaslOl.oológica 

de El Colegio de la Frontera Sur. Unidad San Crisl6bal de IIiS 
Casas (ECO·SC-M); Escuela Nacional de Ciencias Biológicas 
(ENCB); UnÍ\·ersidad Aulónoma de Mordos, Centro de: 
In'·csligacione. Biológic~s (UAEM); American Museum of 
Naturnl History (AMN H); Fie ld Museum of Natural Hislory 
(FMNH); Kan~s Uni'·ersiIY Nalural Hi>lory /o.luseum (KU); 

Nalional Mu~um of Nnlur-~I Hislory (USNH): Biodi'-c:rsily 
Research aOO Teach;ng Colleclion, at Texas A&M University 
(TCWC). TIte coll~tion and processing of s:unp1e, were 

undertaken following lhe: 8uidelines of lhe American Soci~ly 
of Mammalogisls for use of .... ·ild animals ;n research (Sik .. s 
et al. 2016). DNA .<CQuences from 51 spccimells were includcd 

in lhe. ~nalyses (Toble 1). Samples ineluded 9 frol.cn li"\les 
from recemly caplUred specimen,. 5 akohol-preserved tissues 
fmm museum specimcns, 3 akohol-preservcd ear biopsics 

wilhoul '·oucher s(l<'cimens. and 33 sk;n snips from museum 
specimens. In addilion ...... e obta ined 1 T/acua/z;n sample from 
Genlhnk. 

LabomlOf)' /lflJCr¡/,jf<'J. - LaboruIOI)" procc:dures imple· 
memed for skin ,nips were performcd in a separatro atea used 
for """iem DNA. To obtnin ,lin snips. museum .pecimens 
Were h:tndkd wilh dispos:lble gloves ...... ~~ring a lab coal :.nd 
f"""mask. AII !ool, used (scis.sors and forceps) ..... ere eleaned in 
Itn> hypochlorite before the proccdure and bclw~n ."mple •. 

In addilioo. prior 10 lnborulOI)" procc:dure.<. all malerillls 10 be 
used ..... ilh lhe"" .amples ...... re sterilized using UV rndialion lo 
avoid possiblc oontamination. 

DNA wasexlrncloo from frol.cn liss!.les nOO akoltol-pre~rvoo 

li"ues folkm· ing tr-., inslruetions of the AxyPn:p Multisource 
Genomic DNA Miniprep Kit (A xygen Bioscic",,",s. Union City. 
Californ;a) . Wc used lhe !\lime pl"Olocol wilh sorne modificulions 
lo extrael ONA fmm slin snips; 1) prior lo ONA ~ x ll3Clions 

",mples were deaned wilh STE (NaCl) 0.1 M. Tris 0.05 pH 
7.5. EI>TA 0.001 M) 10 hydrulc aOO diminalc impurilie, (Ihlli s 
el al. 19%); 2) .... ·c incubated skin snips "'¡Ih STE al S6"C ror 
20 min UplO 5 time.; and 3) after the incubalion .tep ...... e slice!! 
lhe sampl", ;n sn¡¡,1I pÍC\:es for hc:llcr dige'lion. ,,·hich Wll.< 
I"'rfonned ovemight. AII subse<¡ucnt slep' .... ere implemcnle!! 
occording lo the manufacture,s inSlructions, except the final 
dUI;on Ihul was madc in 150 Itl of waler a165"C for skin snip~. 
DNA qualily of all ",mple, ..... as e'"31ualed Ihroogh electropho­
resi, in 1% agarose gels and ;t, cOllCemrnlion was mea;;ured 

w;lh a speclropbotomeler. 
Two ge"" •. I milochoOOrial (cylochmme-b: C}"lb) and I 

nuelear (interphotoreceptor retiooid-biOOing protein; IRBP). 

..... "re \Unplifi~'<llhrough lhe polymcr-....... chain reacliott (I'C R). 
PCRs were perfonncd in a thermocycler (Maxygene Grndienl 
Thennal Cyeler. Axygen Biosciences. UniO/l Cily. California) 
lI(."Cording 10 lhe following condilions; lotal ' ·olume of 25 )tl 
",ilh 1.0 unil of T<u¡ polymemse (Qiagen. Mhico Cily. 
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'Iabl .. ' 1.-Collcctioo Ioc:lliucs arr~ M~lIco fa samplrs of !he gr3y moosc opossum (Th.eUlJ/Vn ellM5wIJ) elarnin.cd in lhe phylogeflClic 
3n~ly5t'S, Localily numhcrs aro lJKnr,'lI in I;g, I and lypc of lis>oo (.xin snip fmm a muscum s¡¡eciJTli.'!I. frolen Of alcohol'prc5e(\'l'll li!oSoo lioch ~s 
musde, li""r. Of car) iJ; indi~aloo. Onc- SC'Iue'1lCe from GcnB31Ix (Iocalily 11) was al", includo.'ll in ~ analy ....... s..., "Male.,.;.I. and "'ethods" 
fOf col .... ction arronyms. l'iekl rollcclioo numhcrof F"'manJoA, Cm'llnlrs (FAC), 

Loc>l;ly Loc.l;1y (o"",b..- oí Ipc<,m:", n .. uc Mamm:than col""""", ...t c.. .. B mi; """"""" "LIfIIbCn ,"""" ... min<>d) t .... 1o! numbc1 
C}tb Ikm' 

lk1noalu. "''''''''' •• , .. '.Ia';, , 
San .""nito>. T .... M ...... "'mds (1) Ski. NMNH~IWI8 MCXlNl06 MG0297~7 , M>tI. M><In:, Tm Mar!>s ¡>I"'¡' (4) SU" CN\IA 27SIl NMNII MG019702-MG02970:5 MGO:!975J_ MG0297Y, 

89ll6-119218 , MlIÚII CIeo[b, T"" M>r&. I>hndo (J) Hi. NMNH 51l18WIlI87 MG029701~'tG0297W MGO:!915&- MG(I:!97W 
7I",.""I:Ut "",1>.,.'" ""' • .., .... , Culiacán, Sinili> (1) Ski. CNMA 5720 MG(I:!96W MG(l291 11 , ","UCO. Si....,. (1) S ~'" CN\(¡\ 26m MGOl9661 MGO:!9711 

• Los Ü!M<s, S,,,,1oo1ll Ski. TC'o\'C 41947 MQll9662 MG02971l , 1'1>120,"", D.nngo (1) Mu.ele CIDlIR (,.130 MGO~966J MG02971 4 

• San HI .. ,IO, N.yont (1) Muoclo CIllIlM 751J7 MGO~9664 MG029715 

• N".."",., N.y.n' (1) Mu"," CNMA 46170 """"" MG02'J116 

'" So. ", ... N.y"'" (1) Ski. CNMA IJlí35 MGO:!9666 MG029717 

" Tepit. N.y.,¡, (1) Ski. C,'1MA35151 MGO:!9661 MG029118 

" OUlroo12, ¡oI"ro (4) L"", CNMA 42992. 4.1132 __ 41IJ.I MG029668.- M0019671 MGON71"- MG019nZ 

" I~.) .. <lo Oro, CoI,mo (1) M~' CNMA417SS MGO:!9612 MG02972J 

" I'u<bIo 'u ... ,. CoIi ... (4) M, •• d", "'in Q.'MA 4653&-46340: ENCR MG02'J61J-- MG029676 MG0291H-MG0297n 

~" 
" 1'I.;lllitu""" M,~ (1) Sk;. F.NeA 26195 MG02'J617 MG029728 

" I'»=w-u. M_loo ( l ) Ski. ESCB 25316 MG029678 MGO:!9729 

" I~.y. Mol. Mi<~ m G.:ftH.nk 1I~II06J.ao AY2.J3767 

" P~.C""",",,,(ll Skin E!';CH 35793 MG029679 MG029730 

" Tdlu""2, Morelo< (ll Sk,. CNMA27514 MG02'l68O MG02971¡ 

" X<>ehi<alro. M", ... (1) ,., UAF.M(oI.) MG029681 MG029732 

" Tu,.,.." c..en-.oro (2) '" FAe 52W-5221 MGO"29681-Jo. tG0196!I3 MG0297H_ MUl29134 
22 No,..,.. GIII.'fI\'N m Sk," TCWC S6-13 MG02968-I MG0297JS 

" Ao.oo,,,,I12, e""""", 11) Skon TCWC 5831. (,.161 MG(I:!968S--- Mm29686 MG0297J6-.- MG029137 

" z.c.."""". aa. .... (1) Sk'9 CNMA 19092 MG029687 MG029738 

" 0"""'.0'''<0 (1) Sk," AM .... II ~U7B MG02968S MG029739 

" Tequ,""'in. Oax"", (1) Sk," AMNll 149104 MG02968'l M0019740 

" TdlU.rllo!l«. O.:IIIca 1 1) Sk," AM¡';II2lJ75I MG02%'JO MG029741 

" Mv ...... ito, Oax""" (1) ,", AMNll18H1O MG02'J691 MG029742 

" f\o lO T,Ie""" Oax .... (1) Sk,. AM .... II 148969 MG029691 MG(2974) 
~ Il .. ".,.,hil. O .. "'" (1) Muoclo F.ffiSC·M 1816 MG02'J69J MG02974.1 

" Zanal<'p<'<, o."'". (t) 'o, AMNlIlaI224 MG0296'.14 MG019745 

" CI ..... Ch,>!,,, (1) Ski" AMNIl147S71 MGO."'I69S MGO."9746 

" Tu,,¡. C..,;,<m,l. Ch"¡w (1) SI;," CNMA 7'i51 MGOl9696 MG029747 
non.,,'u. """' ....... t'l" ..... ,; 

" Calok"..,1, CIIIlp'XIIe (1) Mu",'" CMUAC J~ MG029697 ),10)29748 

" T,"""""'. y""oún (1) Muoclo ECO-SC-M 22-10 MG029698 MGONJ49 

" Yo,,_ Y",,1IIón (l) $1.," ~'MNIlI9'195 MG029799 MQl297SO 

" Pi"". y"".t;In (!) SU" KU9! 461 MG029700 MG0297'i1 

" Chocho. lu2, Y"""t;In (1) $I.i. ~1.1N1I 6Jg<J() MG029701 MG0297'i2 

México), 1 x PCR buffer, 2.5 mM MgCl1. 0.2 mM caeh dN11' 
(Promcga. Pin.<burgh. Pellll ~yh·an ia). 0.4 mM each primer. and 
SO ng of DNA. For DNA obIained from fro:zen 300 alcohol­
preser .. ed tiss"", utraction •. 3n1plirlCa,ion of the Cytb gene 
was pcrformcd u~ing uni''el'Slllpl'imers (MVZ05 aoo MVZI4) 
from Smilh 300 Punon (1(93). and lhe IRBP gene was ampli­
fied u.ing the primers and llllA and 131201 repMN by 
h nsa and Vos, (2000: Tablc 2). For degraded skin snips. boIh 
gcne~ were amplified u,ing multiple primer pairs re~ultin8 

in a serie. of overl.pping 100---400 base pair (bp) fragmenl •. 
Thc CFb ge"" ",as amplified using the primer combinalions 
MVZ05/MVZ06. MVZ05lMV7M. MV7J)31MV-lI0. MVZ45/ 

MVZ26. MVZ231MVZ I6. MV7A5/MV-lI6. MVZI1IMVZI4, 
and MVZ05/MVZI4 following F ... teva el al, (2010; T:lb le 21. 
Amplific'lion of ,he IRBP ,gene was performed u,ing ,he 
primer pairs l11lAl350G. 266H15!!41. 477J/818F. 461E'}I09OK. 
:too lOO-IU1312DI following h mlll ",Id Voss (2000; Tltble 2). 
For quality amplificalions in degraded skin snips. the lhernlO­
cyder Pros"'''' includcd 10 addilional cydes. 110e optimal PCR 
eondilions for Cytb gene "'ere as follows: initial denatul"Jlioo 
al 95"e for 3 mino followed by 3O-4Ocyelcs of94"e ror 1 mino 
WC for 45 s and n"e foc 1 mino and 3 final extension al n"e 
ror 5 min (modified from Are.ang".]i and CCf\'antcs 2009;. 110e 
lhermocyelcr progl"Jm rOl' lhe IRBP gene was as follows: inilial 
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T~b'" 2.--Prjmers osed lo omphfy !he cylOchrome-b (CJlb) aOO 
inl<.'fJlhoto<=[lor relinoid-binding prOlcin (lRBP) genes in s.amples 
of!he gray IOOlSC opossum (ThlcfllUzin cane!fC~/U). AlI C)'lb primers 
are [rom Smilh and Patlon (199)), aOO alllRBP primers ""' from Jansa 
aOO \100;, (2000;. 

ü,b 
MVZOJ 
,,~ 

,,~ 

,,~ 

MVZIO 
MVZl4 
MVZ16 
MVZl7 
MVZlJ 
M~ 

MVZ45 
IRBP 

119A 
1312DI 

~" 
"" ,~ 

166/1 

'M' 4J7J 
,~, 

,~, 

OCJTCCATCCAACATCfCAGCATGATG 
GCAGCCCCfCAGAATGATATITCfCCfC 
CGAAGCTfGATATGAAAAACCATCGITG 
GC1CIG1CIGATCTGTAGTGTAT 
TATGAGCCGTAGTARAKKCC1L 
GGfCTICATCTYHGCYlTACAAGAC 
AAATAGGAARTATCAYTCfGGlTll!.AT 
ACCTCCTAGGAGAYCCAGAHAAYT 
TACTCITCCTCCACGAAACJGCmL 
AGATClTfGAlTGTGTAGTAGGGGT 
ACJACHATAGCJACAGCATfCCTAGG 

ATGGCCAAGGTccrcrrGGATAACTACTGCIT 
CATCATCAAACCGCAGATAGCCCA 
AACAGATGCGCAGGGCCATCGT 
=AC'TGCCCTCCCATGTCT 
CCfGGTAClTGATCArITocr 
AATGACCCACGOCTAGTGATCfC 
ATGGCCGGfCATAAACTGTGl'CTA 
AACATCTGGAAGAAGCTCATG 
CITGGCGGCCAAATCITCCTC 
GCCAlTCAACmcrcATGGAAGT 

dcnalurntion <1 94"C for I min. follo",<'<I by 30--40 eycles of 
I)4°C fo< 25 s. 56 oC fo< 20 s. and a final eXlensi"" of 70"C lor 
1 min (modified fmm Jansa and Vo .. 2000), 

PCR prodU"lS ,",'ere vi,uali1..ed ",ilh SYSR Safe DNA Gel 
Slain ( Invilro~en. Carlsbad. Califomia) lhrough eleclropho­
resis in 1.5% agarose gels .lOO purified using!he AxyPrep PCR 
Clean-up Kil (Axygen Bioscience5, Uni"" Cily, Califomia) 
lollo",ing ma,ufocturer', instmclions . DNA ",as sequenced 
in boIh direction, using lhe lB aUlomaled se'lue"""r (A BI 
Prism 3 100 Genel;e Analyrer, Applied Biosystems. México 
Cily. Mélico) ",ilh primer pair,; used roc PCRs. St-quellC~ 
",ere e-dited a..d 31igned manually using BioEdil v7.0.9 soft ­
",are (Hall ]999). GenSank accession numbe" fo< CJlb and 
IRBP are MG029660---MG029709 aOO MG02971 ]-MG29760. 
resl'fflively. 

PI!)'wgenel/C aMlyses.-Phylogenetic analyses were used 
10 lesl species monophyly. assess phy]ogenetÍ<" relation,hips 
within T ea",suns, and assess relationship' among didelphid 
genera. [n ocdilion. phy]ogenetic constraint 3Jlalyses were 
performed lo lesl lhe monophyly of !he currenlly recognized 
subsl'ffie. of T mneseens. Pbylogenetie analyse. iocludcd 
maximum likelihood (MU and Bayesian inference (S I) as 
implemente<! in PAUP" 4.Od 10 (S",offord 2003) aOO MrBayes 
v3.2,2 (R""'l"ist et al. 2012), resl'fftively. l1>e phylogenelÍ<' 
constraint analyses ",ere perfom>ed using lhe slepping-'lone 
sampling method of Xieelal. (201 ]) and compeling IOpo]ogies 
",ere e."'¡ualed using Bayes faclOrs in MrBayes. Addilional 
laxa in lhe analys.es includcd 10 Marmosa and MOnOOelphi5 
specimens. 200Iher didelphid marsupial,. aOO 3 n",,-.didelphid 

marsupials represenling the orders Paucilubercu1ata 
(CaellO/esles ¡uliginosus .lOO RIJ}'ncholulu ropoonurw) and 
MicrobiOlheria (Dro",iciops gliroides). as wel! as 1 placen­
tal mammal representing lhe order Caroi",ra (Canis lupus) 
as oolgroup tau. DNA sequeoces from !he"" sl'ffimen. ",ere 
obIained from GenBanl. wilh !he sole exceplion of Morm05a 
me .• imno. whose dala ",ere eollected as pan of trii. s!Udy fol ­
]o",ing lhe methods abm'e (AppeOO ix 1) . 

Prior 10 ML and BI analyses. !he mosl appropriale modcl 
of DNA subslitution and!he best-panili""ing scheme fo< cach 
gene 3S delennined by Bayesian Infonnalion Crilerion (S[C) 
",ere dctemúned using PllltitionFindcr 1.1,] (Lanfear el al. 
2012 ). The combined data ""1 was panilioned by gene and 
cOOon posilion and analY1..ed ",ing lhe best -fit modcl for each 
panili"" in boIh ML and BI 3nalyse •. ]n addition, eaeh gene ",as 
analyzed separately lo eyaluate potential conflict among gene 
lI-ees aOO idemify the phylogenelic signal of each component. 

ML analysis was performed Wilh star\ing II-ees obtained 
lhrough 100 faOOom slepwi.., addilions followed by lree 
bis.eclion-reconncction ITBR) brnnch swapping. Node suppor! 
was leSled by bootslrnp ana]y,i. wilh 100 P""udo"-"plicale!l 
(Fdsen,tein 1981 ). S I ",as imp1emented using random staning 
lrees and loor Marlov chains. Two independcnt analy..,. of 10 
million gc""rnlions were conduele<! s imultaneous]y sampling 
cvery 250 generalions. Bum-in wasdctemlincd by p]ouing log­
likelihood ,-a!uesaga;nst numberof generntion •. The firsl ].000 
lI-ees of eoch mn were discardcd as oom-in and t"-"es eollocled 
afler lhal we"-" used lo constmct majorily-mlc eonsensus lree 
aOO eSlimale nodal suppon as posterior probabilities , S[ eon­
sensu. lrees were visua]ized witri FigTree 1.4.3 (huplltr"".bio. 
e<:l .oc ,ulJsoflwarelFig T ree). 

Disranu analysis.-To allo", direct comparison witri pre ­
,-ioo, "udies imulving didclphid opossum. (Pauon el al. 1996; 
Giarla el al . 2010; Vos. el al. 2OlJ ; Pa'-an el al. 201 4; Von 
el al. 201 4), genctie di,-ergeoce among C)'lb sequences was 
eSlimaled using MEGA 7.0.] 4 (Kumar el al. 2015 ). We com­
pute<! UOCOJTe<:led p-.distaoce value. lor comparisons an>Ollg 
Tlacunr¡jn c!ade, and Kimuf3 2-parameler ( K2P) diSl3flCes 
(Kinru ...... ]980) foreomparisoos among didelphid genera. 

Di<'ef"g"nce dnring aJlalysis,-Diwrge""" ,imes ",ere eSli ­
maled u,ing BEAST 1.8.3 (Dmmmooo el al. 2012) lo place 
our resuhs in a biogeographic conteXl. We used a relaxed dock 
Wilh an uneo""lale<! ]ognonna1 di'lrioolion allo",ing rale var­
;a,i"" amoog siles, The analyses includcd 1 C,vlb seque""" for 
eaeh OUlgroup (other mars.upial and placental taxa: AppcOOix [) 
aOO all CJrb se<juences of T canescens. We used a Yule lree 
prior and assumed an exponenlial di"rioo,i"" wilh me3Jl = 10 
and SO = 0.33. Chain. ,,'ere mn for 10 million genernli""s. 
sampling ewry I.()(x) ge""ralion,. The consensus tree ",as gen ­
ernlcd using Tree AnnOlalor v.I.8.3 (RambaulaOO Dmmmond 
2tXl9) aflereliminati""of 10% of !he l"-"es as bum-in. as imple ­
mente<! in Tracer v.1.6. (Rambaut et al. 2014). and visualized 
Wilh FigTree 1.4.3. We used 2 diwrgeoce dales from.he sparse 
didclphid fossil INord as "-,,ference for calibrntion. aOO assumed 
a 10gnonna1 distrioolion wilh lhe following means and SO of 
1.0 fo< eoch; lhe splil bel"'""n Marmosa and Monodelphis III 
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12.1 Ma and 1he ~plit ""h"een DiddplJis and l'hjllllulu al 3.3 
Ma. Lilew'''''_ bR5«l on lhe fossi! record we,;el a I1OfJJ1aI prior 
on lhe ase of [he basal divergence "",lhin Melalberia and !he 
splil of Thni. (Metathcria and Euthcria) "';lh minimum and 
m.:uimum bounds of 54.6 and 83.5 Ma and 125 and 200 Ma. 
resfII!CI",.,ly (bn!Ol el al. 201 4), 

Morp/lolofirollullllYJtl 

5p«inul/S aUllliI,N.--Cranial lI'II'as.Jrell'll'nls ,,·c", obIained 
from voocher .!.pec ill1l'ns ofT. NUU'lctllJ hou~ In mamm:dian 
(l'!l«1I00S (Appcndix 11). w;lh lhe aim of aS!I('ffinllhe pheoo­
Iypic distioctive!less ofilie 5 milochondrial dades. Fony-se.,.,n 
001 of lhe 51 s~imens namilll..:l in lhe phylogenclic analy-
5CS were indutled in lhe morphological 3nulyliC', Four sumples 
u.>ed in lhe genclic analyse, do not huve voochcr spcci~ns. 
including 3 aIcohol-JIIl'",,,,ed [i,stles. and I 5e'lucnce 00\0,'11-

loaded from GenBank. 
Ago'.--Specill1l'ns w.,,,, aged psi", lhe dental entena .... g­

geMed by Giarla el al . (2010): ;U\TIlIIe ir lhe deciduous pm.­
molar thn:c: (dP3) .... 11< . lin in place; wbadull ir d?3 liad Mil 
!ihed but pn'molar th= (P3) "'liS ~iII illOOl1lplct~l)' nupted; 
.00 adule if u.., ~rm.:1IIoC'nt dentitiOll WlIli complete. 

\'arjablrJ.-Mo:n variables reponed ill Ih ,. ~ud)' h. ... o: 
bet-n use<! ill studi~s with odlC'r tan of mammals s .... h as 
bats (GU\Ot'~l and Molinari 20(8). rodents (F..'lpllI01.l1 et al . 
2011). shrews (Ramírez· Pulido et al. 20(4). and opossllms 
(Roui ~1 al . 2010). bternal variables w~re reconJed from 
,;pecimclllabels or ficJd notes and ioclude lolall~ngl h (TL). 
lenglh of lai l (L T), lenglh of lhe hilld food (HF), and I~nglh of 
eat (E). Thirtecn cnniodenlal \'ariablei (u defilled by Giarla 
el al. 2010) were laken wilh a digilal ealiper (Mituloyo) and 
O'«orUed 10 Ihe lIC'areSI 0.01 mm. Vatiable.s inc luded; coodyle 
basal 1ength (CBL). nasal breadlh (NB). nual lelljlh (NL). 
In.st illterormlal breadlh (LlB). z)'gomalie breadth (ZB). pal· 
Ilal lelll!th (PL). palatal breadlh (PB). ma~lIl:tf)' 1000hmw 
Ienl!lh (MTR).lenglh of molar (lJo.t).lenglhof M I- M3 (M 1-
M3) ...... idlh of MJ (WM3). bullar ",idlh (BW),.nd illlerbull:lf 
widlh OBW). 

SI/Itislical iIIwl)'Jo'J.-Onlogenetic "arialioo alld .seAual di· 
IOOfJIhism ,,'ilhin phylog<'l\elie el"""s lUId cUm.'nt ly recogni7.ed 
subsp«ies were cwalunled lhrough a mulli\'arime W1lllysis of 
vafiance (MANOVA) followcd b), a DuocW1leSl to idenlif)' sil' 
nirICanl "alues. Uni,..nale slali"k. indudcd computalioos of 
mean. SIJ. and /'atIge rOl' each ,-ariabk. AII charucters "'-ere Iog. 
lrandormed lo decrease!he dYect of individual siu vanatioo. 
PriOCIpa1 ~m an.al)'5eli (PeAs) ""ere perl'ormed 10 a.ss=; 

morp/lologocal variation aod ide .. if)' high·~ COOlf»­
neolS ..... ilhUllhe rnultr.wi,ue ~. Di5criminanl runctiOll anal-­
)'R! (DFAs) "~re ~ñormed 10 obscn'e data di§lribulion wilhin 
lhe 1lMI111\~1IIe sp;w.:e lUId lest a priori idellllocatlOllS (mol«:· 
ular cJades and cum:nll)' recogniml SUMpecieS). Multi,"';ale 
an:ll)'lie~ "'ere also implcmemed lO charocleri7.c: lhe genus 
T/ocl4lll!.in aOO compare il ",ilh lhe gClIC'ra MIH'IIoosa and 
Mom/(/d//hjs (AppeOOix (1). AII , Inlistical W1aly~s "'ere per· 
formcd using XLSTAT (Addill!iOfl. Mcxiro Cit)'. Mo.<xko) al a 
sillnificaoce Icvcl of (¡ < 0.05. 

R~~UI.l'S 

M.,Jeculo r IlIUIlysts 

&qutnu$._laboratory procedUI'e!I were slIC"'1Sful f .... lhe 
50 sp«i"""ns r¡{ T. ctUlUUM uwnined (Table 1). The gellC'J 
C)'lb aod IRPB ""ere amphfied in a single PCR in 14 SlITIflIcJ, 
",h,1e in 36 sampIeJ both genes ""ere amplified in a IiCrks of 
O\-ni"""inl! rl1ll!menu. The fin:ll Icllglh of!he IiC<jllC'necl "''U 

1.146 bp rOl' Cyrh and 1.162 bp f .... IRBP in !he 50 I<IDlples. 
,ocludilll! lhe I)'~ sp«IInL'n of T. c. g<J~ri bequcoccd in 
201) . No panial stqurnces ",ere OOtained. 

Moorls o/ rvo/ulion mul portjtions._'Thc besl models of 
evoJulion for Cytb 300 IRHI' were GTR.+G (T1\'aré 1986) and 
K8G+1+G (Kil11urn 1980). resp«li\·cly. The besl dala·partilion· 
ingliChcme fOl' C)'lb <'-onlnined 3 p,anilions. which rorre,;pond 
10 each codoo posilioo. wilh besl·fining nucleotide substilUlioo 
models orSYM+G (l..h.lfl.i~ h 1994). HKY +G (HllSCgan ti al. 
1985). aod TrN+G (Tamura aod Nei 19\13) fOl' codoo posiliOlls 
1.2. lIId 3. ~sp«li\'t'I)'. The best·p,artilioning JCheme fOl' IRHP 
COOlained 2 p,artil~. u.., fiD! p.vtilioo iocludcd posllionJ 1 
lUId 2 and u.., 5«0IId p.vtiuoo locluded positiOll 3. " 'ilh best· 
fitting n .. deatide e...,IIIIIOO Il'IOdels of HKY.[ and U8G+G. 
~spedivcl)'. 

PhJlogelltlic UM JiSUIIICI /lll/Jlysts. - Ph J loge llI'!;c ~nal)'JCs 
were coodocted wilh Cytb and IRBP g~nes roocalenated and 
p.vtiliooed (2.308 bp); 387 or thelie siles w~ .... variable lUId in· 
rorlTLll ive. In addilion. we conductcd lhese analy!!eS for each 
gene illdividually. We ind uded 85 lenninals in lhe analYlies. SI 
correspolld lo T. c(/ntscr~s alld 34 to OIher lTLlr:<upiallUld pla· 
",mal OIIlgroup laxa (Appelldil 1). Specimens of T. canrsunJ 
from lhe s.ame Iocallly ..... ~re genelkaU)' idenlical. 

Bayesian and ML 1n.al)'R! sho..-cd idelllical lopoIogies. 
although lbere ""ere diffell'necs in Mlppon _'alues (1-1' , 2). 
We n!CO\'ell'd I Arongl)' Mlpponed 11acual::in rompriscd of 5 
strongl)' supponed dadu ~orrespooding lo discll'te gtogmphic: 
areas: 1) Tll's Marias bl;>Uds; 2) NortItcm Pacific Clmbl pl:lln 
and lhe inland I'lIlIey rrom Durnnlo; 3) Balsas ri' ... r ~in: 4) 
lslhmus of Tehllanl~p«, Oauca Cíly aOO wesl~m Chi8.f!a.'; and 
S) Penfnsula d.l Yttcalán (Fig l. 2 800 3). Our Il'sults support 
3 siSler rtlulionship bcl"'ccn lhe TIl'~ M:uias Islalld,; lUId lhe 
Northem PlIC'ific roastal vlain dades. and bclwecn lhe Ilalsas 
ri\"el basin dll'k and lhe I'eninsula de Yocalan and hlhmu~ of 
TehUlUllep« clade~, although sUpporl values ror lhese lrouPS 
are Iow. ML and SI Mal)'!ieS of 1M C}1b scqur~ sJ>ov,-cd the 
s.ame 1= Illi Fil!. 2 (Supplcmenlat)' Data SDJ).likwi.se. lhe 
~p.u:ale an.al)'SleS of IRBP sOOvo'cd link resolmioo and dod not 

ll'W'1'r lhe cl3des SIen In !he anal)'5eli of C)1b (SupplclnL'MlIf)' 
Data 502). 

These a11a1yses indudcd sp«imellS of lhe 3 r«Ogllll.ed sub­
!ip«ies. T. r . mntJrtlU (n .. 41), T. C. guum~ri (n = 2). and 
T. C. imlll/lris (n = 8). Wc fOllnd lhal 1. r. gaul1Iui lUId T. inmll"is 
are monophylclic while T. C. Cfmucrns is parnphylelic b«ause 
il iocludes descendanlJ of 3 different lineages, Topologicnl ron· 
WIIinl nnal)'Sles supported lhe mooopfl)'l)' or T. r. glluIHni and 
T. C. jmukuis: mooooIlvlv of T. r . ('/UllJCtru was re iectcd Wilh 
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J!o(hk.ko, Morolo> (20( 
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Cin'aI. p • • CN_. ()Z] 
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uamytM, 0 ..... (:10) 
nltepee, O ..... IJlI 

M ..... u~o. 0 ... <1 (n) 
P .. o TII. m •• 0.0<.11 (Z!I 
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T'hu"""",,, Ol . aca (211 

c.I.k,"u~ Com¡HIc'" (341 
l ..... blb. '1'11<111" In) 

pl>t • • ~ln) 
ChkII.., IU'. rile",' . (!.SI 
I'oxub .. Vuc.tón ()6) 
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1""""'1 <>f 
T""u. "''''"' eI.d. 

PftIJn'u," d. 
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., 
j , 
" 

, 
l 

, 

.' i~.l.-Haycslan phyiog:ram of lile phylOgcnctlc ",laIIOll'l~;1" "i\hln!he gray moo'iC opossum (T/JJciU1lzin roMJU .... ) 00 ... ..,. 00" coocat;:nal<'<l 
lIOIl paniliooro analy"'s o( 2 g<."f\C' l.-ylochfome-b 101b] lUId inll'ipllotorCC<'(llor Ii'linokHMnding prolcin I/RBPI). Maxlmum IIt clihood (ML) 
and lIa)'cslan Inrl'fl'fl<"Il (111) support \'llIucs 111\: looicall'd by mlOO cift"lcs 11 nodo.'S, wilh ML on 11'11 and III 011 !he fighl. l'or ML. whilc indicali.'S 
nodal support S;~. gray Indll'alcs nodal suppoollL'iwi.'o.'I1 ~ 300 751f.. and hlock 100leoICs nodal Stlpport i! 751f.. Rlt" 111 . gmy 1001c"W!' oodal 
i-tlpport < 0,9S and black 100icalCS nodal i-tlpport ?: 9S. 

los dilferences bel"'~n mw¡inalli ~e!ihood model s > 7 (8 log 
difference aboye ~ is a >"el)' stmng sUpporl in favor of a behc. 
model-Ks'óS and Raflel)' 1995: Ughl el al. 2016), 

UocOJTeClcd p -dislance .....Jue, for Cyrb ",i!hin T. caneJa, ... 

vaned fmm 0% 10 8.90%. inlrn-c la<k divcrgcnces "'''''gcd fmm 
0.5% 10 3.6%. and inler·dad<> dil'crge nces mllgcd fmm 4.4% 
(bel"'t'Cn 100 Is!hmus of Tehuanlepec and Penfnsula de Yuc:at:m 
tlades) 10 8,4% (hcl"'~n 100 Tre~ Mlllfas blantls and Islhmus 
of Tehuanlcpec dades: Table 3l. Ou. analyscs also Slrong ly 
supportcd !hal T/acuatzin is s isle. lO 100 clade lhal indudes 
Marmosa and Monede/phis (SUpjllCmenlary Data SD3). K2P 
di,lance, belween Tlacuat:in and J!annosa >""'¡cd fmm 
18,7% 10 20.94. and 16.2% 10 20.5% be¡""ccn 11Itcul,l~in and 

Munoddlllds. 
DÍl"Ugtnr.t dUlíag ufIl,/)'sÍJ.- Divcrsificulion of T. CUllt SUnJ 

inlo 5 "lides "'as eSlimmcd 10 h.we hcgun 2,35 Ma in lhe early 
PleiMocene ",ilh lhe split of 2 maJor cladcs (fig , 4), The- fil1il 

maJor dade ioclude, T""" Mlllfas Islands and Nonhem Padlic 
roaslal plain dades (dh'crging 1.22 Ma). and!he second major 
dade compri~ s lhe dadcs fmm lJals:.s ri\"er basin.. lsthmus of 
Tehuanlcpec. and Península de Yucallln (dh'crging 1,86 Ma), 

U~ewise. "'c t!;¡ imalcd lhe coo of 100 di >"ersi lk alion of IhilO 
mmupinl al 0, 19 Ma ",ilh lhe differeminlion \lf lile Penfnsula 
de Yucatán clade (fig , 4), 

Morp/w/ogirolll1lUl)'J't1 

Agt.-Ageclas~ for ll~ specimen~ fmm T. CllMJCtru'We re 
delennined follo"';ng delllal eli leria. We classified 94 ,peci­
mens a" adulls. 3 ~pec imcns as lOubadull~. and 12 specimcns l\II 
ju>'cniles; ;4 spedmens "'ere not tlas~ified because lhe 5kull ~ 

""tre brolen (these specime", wen.o cxduded fmm !he analy. 
""'l. AII spedmens ",~n.o measurcd and grouped according lo 
their phylogenclk clade and cu",,",ly recognizcd subspccies. 

OnIOf¡ent'lic \'liria/Ion Mil JeXUlII t/imurphÍlm. - The 
MANOVA for onlogenelic valintloo showed sig nlficanl diffcr· 

ences amoog agc classes for a few '":loables in sonle clades 
(MANOVA analyllCs were OOC toodUcled o n !he Tres Marias 
Islands e!ade becau!iC aH ~pccimens cxamincd "'e n.o arjulls; 

Supplemen131)' Data S[).l ). No significan! differeoces among 
age das"", were foond in 100 Penrnsula de Yucalán dad<-. 
Morphometric diffcrences belween 3gC clas llCS Wrr"<' fou nd in 
I (PL). 3 (NL. PL. m M). "nd I (LIS) "ariablt'(s) rOl' BaJ .w. 
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Hg. J.-Maja moontain rnng~ of M~_<iro and atea Cladogrnm for tOO S maJor ,loo.. .. 1\'Cov,'fild in tOO pIIylogrn .. .-'1k analyses of!he gllly roouse 
Of'OSSl'm (nacW!l¡jJr rOIltK1'n5). Monopbylc1ic groups are s~i.cly , 1,,100 IQ i!ldi\'ale Ilt'\lgnlpll ic pallcrnS ()( geOC1ic ,]f\lcture, 

'rabk- .l.----C)tochro~-b (C}'lb¡ gcncIk dista!lC<!S ",¡lhin i\Ild alllOllg 5 ,1""'" of lile gray 1DOU5e opos,um r:ntu; .... I~" 'GII!K' .... ' . Intra-dade 
UOCOfTC\1cd ¡xII>HlIIU's are aloolllhc diagoo;¡l and Inlef""laoo UOCOOC(IOO p-\llslaJn'S are bclQW 100 diagonal . R\.'Cord~ I'l'I'rescm lile oll5C1"OO 
raJ\lC afld lile mean (in parc!l lhescs) ... ·ilhin and among cJades. 

,- l>IIIm ... ~rT""u"""""" 1\'01""'1 .... YII<>Iln 

1>IhIrwJ o/ T.iIuMIlq1<C O.2_L9ILO) 
Prol"",I. oc yocotin U_U (H ) 0.1_1.0 (0.51 
TI .. M>rla> 1.,:ux15 8_~.~ (U) 7.G-1.1 (1.Z¡ 
I'.d~c roastIl pI:un 1.2~9(7.9) 5.8.-1.6(6.5) 
s ..... ri>..- r..sln 6.1_1.6(6.6) ~.&-aOIH) 

Nortl1em Pocific coaslal p lain. and lhe ],¡hmu! of Tehu3Iltepec 
,,-jades. respecti"ely. The MANOVA li howed signifi.am diffcr­
croces amoog age cll\Sse~ in 9 (C BL. NB. NI.. LIB. ZB. PL. 
MTR. LM. m M) variables ror T. c. C(JIltsCfIlS. ,,·herea,; 110 sigo 
nificant di ffcreoces among age classe-s Were fouOO in T. c. g/'u­
mr,i. MANOVA analyses were nOl .ooductcd Ofl T. c. ill5ularÍJ 

because all specimens examillCd were adults (Supplementnry 

Data S(4). For cach variable. l here "'as a trend or increas· 
íng slze wilh nge (dala availablc uJlOO ~uest). DuncarJ tests 
sUppOfled differenlintion among the 3 nge calegoties. Gí,'cn 
lllese reso lls. onl y adu lts (11 = 94) "'ere analYl.ed in subsequcnt 
anaJyses , 

The MANOVA fer sexual dímorp/li sm " .a,; gell<'rnlJy not 

signifi.ant (Supplementary Dala SD5), Analy1'Cs were oot ("Ofl. 

ducted on lipecimens fmm !he Penrnsu la de Yucat:ln bccause 
aU cxaminw specimcns WNC males. We did nO! fiOO t1iffcr· 
eOC<'S belw""n males Md females fmm Balsas ri",r basin or 
lhe [slhmus of Tehuantepec c lades. Morphometric differ­
eroces bet"·ecn malCló and fcmalCló were found in 3 (NI.. LIB. 
MTR) lUId 7 (C BL. NB. NI.. LIB. ZB. PL. MTR) variables for 

Treo Marfa l,lmJ. 1'><;IIi: ....... ~¡>I.;n 11>1 ... n=l>aIin 

0. 1_1.0 (0.5) 
l.l _~.6(4.6) O.n-.6.0 (l6) 
4.!-6.9(j.4) ~.(}...6.5(H ) OG-l.1 ( U ) 

Northem Padfic coastal plain and Tres Marias lsland , dades. 
Il!'Speclive ly. Li ~ewise. lhe MANOVA >h\)v,'w signi fkMt dif· 
fereroces between males lUId femalel< in 7 (CBL. NL. LIB. ZB. 
PL. MTR. LM ) lUId 7 (CBL. NB. NL. UB. ZB. PL. MTR) 
,'ariable~ for T. c. ClUIUaM aOO T. c. ,·mu/¡¡ris. respeclív~ly 
(Supplcmcntary Data StH ). MANOVA artaly~ were nOl ,on­
ductcd on specimens af T. c. guumrri l!ecause a ll cxamincd 
specimcns were majes. In all mea;;ured \".uiables. maJes leoooo 
10 be larger Ihan females (dala a''lÚlable uJlOO ~uesl). Gí",n 
lhese resull S. adult mal«aOO females "'ere anal)'Zed as asingle 
data sel in sub§equent analyK'!i , 

U' lÍI"oriatr JllIIÚ"¡icJ,- UnÍ\1tlÍate Sla~ slics inc:luding sample 
síu. mean. SD. lUId range ","ere calculated for each variable 
",íth adult spedmens given lhe ll!'Sults of (he MANOVA for 
o ntogenetic "iUialion (SupplcllIcnlary Data S06), 

Mul/iw,riull' Ult/Ú)'US at/WI/g /lh)"logell~¡ic c//J¡/tJ.-Thc~ 
analy""s were coooucled wílh 91 sped=no;. which reptl'senlw 
the .5 phyloge!\elk dades: TIl!'S Marias Islartds clade (11 = 8). 
Nonhem Pocific ,0a,lJl pl ain clade (n = 38). Balsas riw r basin 
clade (n = 2 1). Islhmus of TchuMlepec clarJe (11 = 22). aOO 
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•. Ig . .J.-Chfonogrun ltN wllll 100 dÍ>'l'flt'OCc limes l'Stim.tlC(l for gny nIOUsc op6S.!Um (111JC1Wltin mnrrr/U) dh'l'I'S;nealion. 111JC1Wl1ln I<."r. 

mlnallaU rorrCspoOOln ~'OV.lphlc locallly and Iocalily numbcf (T:lhlc 1). Numlx:fl; lodicaW mllllOO!i 01 yCatS. COlwcnllons fOl" looicaling 
lIayl'Slan Inf,,'fenc~ IllKiaI SUppon llI\) do."'SOilx'd io lOO callUon 10 I';g. 2. 

Pen{mula de Yucatin dalle (n = 2), A PCA re",ale<! !ha! !he 

principal componcnlS I aOO 2 oJtplained 71 ,1)% ofloo "'dfialion 

oflhe dala (PCI = S7.6% aMl PC2 = 14.3'1: T'dblc 4). PCI ,,"'as 
inlerprele<! lIS a Sif.e com[lOllCnl. whercas PC2 "'as inlc~le<! 
lIS a fonn CUmponl"nl. PC1 was correlale<! ",ilh all 'wiables, 
while PC2 ",as COITelale<! wilh molar lenglh (ML M I-M3. and 
WM3 ). Srunple dispersion aJong Ihe 2 axes dl d noc reveal mor­
pllological difTercnces among TwcuII¡zin dadeli bul .hO"-'e<! 

an inerease in variable dimensions along Ihe 2 ues (Fig , Sal, 
Tñe PCA also ",,'eale<! lhal lhe spedmens from m., Northem 

Pacific C03S1al plnin dooc "'" lhe Smal""l indh·iduals. whereas 
lhe spccimcos fmm m., OChl'r 4 clDdes 1~1"I<kd 10 he largcr. 

The firsl disc riminanl fur.c:lion (DF) of lhe DFA accOUnle<! 
fOl" O',,'" ~7.8% of lhe e xplained vnrinnce (TabJe ~ ), ",hich 
was greally innuence<! by ZB, IBW. aOO LM. while!he see­

ond fuoclion WaS hea"ily weighlcd by CBL aMl represenled 
23% o( lhe ''lIriallon of lhe dalll. A ploc of lhe 2 canonical 
¡¡xes rewale<! Iha! nll cXRm ined s~imens fonne<! I gTOUp. 
We dislinguíshed 4 o""iapped su bgroups Ihal are consiMenl 
Wilh lhe dad<-s (mm !he Nonhem Pacific ooaslal plain. lhe 

Balsas riv<'r basin. lhe ISlhmus of Tehuanlc~_ and lhe Tres 
Manas I.\lands (Fig. Sb). Thc s~imens fmm!he ~n(n!;uln of 

Yucau!n were ""'le<! wilhin lhe rang" uf morphological varia­
uon ob""rved io lhe NOflhem f'acific coaslal plaio clade. The 
cJassificalion funclion allocal,,>d 93.0% of s~imens iOlolhel, 

a priori group. 
Mu!r;mrwte {IJ1al)'SfS ""'0/16 recosni,pl TIOCU(1/zin 

, ub;p<'dn-1be 91 sJIC'Cimens ~xamined for ~ lUIalyses 
",prese.nle<! aJI3 subspccÍC5 . . r. c. c¡",e.ctM. (n = gl). T. c, gau­
nU'ri (n = 2). and T. c, in:;ulllr;s (n = 8), The firsl 2 componenls 
(PCI = 60.3% and PC2 = 11,2%; Tub le 4) expluined 71.5% 

of lhe .malíon of lhe dam (Fig, 00). Pe1 was imerp.-ele<! as a 
size conJlOllCm 3Ild co""lal<'<l ",ilh all ,-ariables. whe",,,, PC2 
"'as Inl<rprNed as a foml compon~nl and corr~ laled wilh lhe 
molar form (ML. M I- M3. and WM3: TahLe 4). SampLedispcr­
sion along lhe 2 ues did ~ reveal morphological di lferences 
amotlg naclUu¡jn subsJIC'Cies bY! showed an i""",,,,,, in ,'Bria­

blc dimeosions along Ihc 2 axeS (Fig. 6a). 
Thc plOl o f lhe 2 caoooical axes rcveaJe<! lhal the examloed 

s~imen~ formed 2 groups (Fig. (11 ). Thc firsl group ineludes 
Ihc spccimcns of T. c. Ctlnt5Cflt1' 3Ild T. c. insuwris, while 
!he =000 group conlaÍns !he 2 spccimens of T. c. saum",1 
(1-lg. 6b). Thc firsl fmlClion ,..,p~nled 67.1% of Ihe vari­

ance an.;l "'as greally inHuence<! by MTR. whercas lhe second 
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T~bIf J._ ...... ~ of lhe nBl 2 principal rortIflOIIl"III (re) lllCS ba50d 00 1) lOj-uansfonnru cnnIoJo.on~ '11If'IibIe5 from ~ clldo5 or lile Jn)' 

II'IO\I§I/ ~ (TI«IIUIWI CWltJCtOlJ~ from lile 1 tufTl'lltly Rlrotfli.rod subsp«ics or T. <WII'JCt ..... -.1 fll}fllllle dId..'lphld Jmo.'R 1ftJnUll:fM. 
Ala_ . .aJ MlWIdtlpltlJ . .... bIlm'illlOOl or .'JNbIcs are Ik'!cribro In ~M<lIefiaI1 iII1d M<'IhodI.~ - ~ 

~, ~ 

,~ .m -0.2..'9 

" O.l.l1 ~ 

" .- ~'" 
'" ... -(1.:11 
~ 0910 ~:I.I7J 

". .. " ..¡j, I6.I 

m •. w ~m 

.~ .~ -o.m 
'A' ""' -o.n. 
MI~\tl "" ~m 

WMJ 0 .. \J9 -0.492 .. ,m ~., 

111M .n, -0(1,1111 
I'.lplalnt<l ,~n....,.., ) !1.! 14,J 

OIm .... , ... ,...;.....,i~) ,,, 11.8 

funnion ~~nl 32.9% ofllle vanance and "',.. ,..dghtcd by 
PL (Tab~ 5). lllIl classification fU!lClioo mllocaled 94.6% of 
specimens inlO thcoir a priori group. 

Inrt'ltMriC QNI,,·MS.-W~ !ktcnn~ !he a¡<: ..,Ias, or J..l 
spet'imens of },fllrmoJll lUId 24 ~ime", cf MOIIOdt/phis. 
Wc dlWified 29 sptdmem of MllfrrtQw as adults. " speci­
mens &1 ~badu lll. lIIld I specilllnl as jll,~i~: 20 SpecilTlC'M 

of !tItHIOdtlplllJ Wl:te tl.ssifiN as .oolts and 4 5pecimens as 
ju'l'niI9. 1llI' MANOVA for ontOFnelK: ''lIria!ioo Il"l:aled 
.IIImlkan! difftll'~ among IIJIc cbssn ror boIh !tIarmoJa 
aOO !tIonodtlpllls, ... hile!he MANOVA ror ¡CAllal dimorphlsm 
dld no! show $ignmcan! diffcll'lK't'S bct",CC'n maJes and femaJes 
In dihl'r !tIafrllllJa Of !tIfHfIlIltlplli, (SlI pplelTlC'lIIlII)' Data SD7). 

Giwn ~ Il'sults, OI1ly lIdu l! specimeM ""ell' analyud In 
su~uen! ~nal y¡c •. Mullhlllia!c analy¡cs among genera 
inclu&d 91 specimc:ns of TIllCuut;;)n. 29 of !tIUI7IWJII. and 20 
of !tIonOiltlpltls (Appcnd lx 11 ). 

Pe! and 1'0 e~plaJnro 71.5% 01!!W' vannlloo 01 tIW' data 

(I'C I '" 65.1% aOO Pel .. 12.4%; l'Ig. 7a). I'C I ... ·as oo~lalcd 
with alJ variabics. " 'hl le 1'0 was oo~l:iled wlth molar ~nglh 
(MI.., MI - M), und WM 3; Table 4). I'CI "'as inlcrprelcd as a 

.i,oC compooenl and l'C2 as a lorm componen!. Sample di.­
pcr.;ion along lhe 2 ale. iOOicaled morphologkaJ diffell'occs 

amonl! lhe 3 l!enera, Wc obsuved a .... mnrl:ablc separation 
be! ... 'CC'n Moooorlphis and !he 2 mOUR opossums. 77acJUlr;.in 
aOO MUfnl/JSlI. ",ilh sorne O'o..,rlap bo:lwre" !he 1/llIer 2 \UlI 

( foil!. 7a). These .... SUIb; >I\ov...,d thal Monoddphis i.!be IlIIiCSI 
lIUon .... hile MnrmoJll and ThIl:lll11zjn are smalk'r and similar in 
,iu and fonn 10 earn otb/:,r. 

A pIot of\he 2 canonlcaJ _ te~aled thaI all ~ned ~i­

ITIC'ns formed 3 ... 'cll« lill\'d groop!l (fol,. 1b), Thc Ii~ fundloo 
.... ~Rltd SS.S'l. of!he ~ aod ..... he:¡,ily ... ·cighed by 
ZB. M 14.13. and WMJ .... iIc .... 1OS the ~ fllnction ",'IIS g ..... ly 
innumced by LID ~ CB1.and lIIXUUrKCd forO'o-cr44.2'l.of!he 
,"DriarIa.' (TDb1< S; Fig. 7b~ Thc e~fkation fllOClion alloca!ed 

98.2% of "'" $peciffil'RS illlO lllcir I priori gcnu~. 

- """ ~, ~ ~, ~ 

.~ ~'" ~- ~,~ 

~~, 0.01' ~- ~~ 

.~ -{l!42 ..0.913 -.ti ~"" ..o.7H ~-oo. -0.111 -0.919 ~'" 
0.94" ~,. -0.947 "'{UIO 
0.91' .... ).014 -0.959 -(1.(141 

0.929 -0.002 -(1.970 -(1,061 

1l6H O.jj) ~,. -0,432 
0.!1I6 ."" -(J.1M -o.5J9 
0.561 .~ ~'" -(1.619 
.~ -(1,043 ~, ~.~ .. , -(I,an -{).611 ..(),6I6 
~, 11.2 M.' IH 
~, TI> M.' TI.> 

J)[5C1 'S~ IOS 

PIr)'I~Mlk anJ morpltolOfirnl unolpn.....()Jr phyloge­
nctic anaIyRS ~,..,lIffl a scnelk wbdhislon lha! Is no! 00II­

cordant .... ith eurrelllly Il'C<!Iniud wbspecics : T. c. C/JlltXttU 

fmm lIong llY Padli<.- ,..,r.;anl and through lhe 8ab15 ,;'..,r 
hasin. T. c. rawnrri fmm lhe nonhem ¡wI al" lhe f'lonfn!.Ul~ 
<k- YIIC8I.1n. ~ T. e, fIISII/oriJ fmm lhe TIl'S Marfas Islands 

( Ramfll'~· PuIIdo el al. 201 4). !ns~ad. Ml and SI anal)'ieS 

m:<>'<l:rcd a Arongly suppol'1Cd monophylelic IlrooP divid.d 

illlo ~ SCnelicaUy ... ·clI-diffe .... n!ia!ed clades O'ol'r lhe dislribu­
!iona! ranl!e of ThICl",,~in. TlIe IiISl cladc: contwns aU!he Iup-
100)"pes from TIl'S Marias Islantk. TlIe ~ e!;de eonlwns 
haplolypes from lhe Nonhern Pacili<.- coaslal plain and 1 lup-
100ypc from lhe inland vaUcy (mm !)urango. Thc IhiN c lade 

includes!he haplolypcs fmm tIW' nabas ri"CI basin. TlIe foonh 
elade elu~!ers lhe haplOlypes fmm tIW' Isthmus ofTehulUltcpec. 

Oaxaca Cily. and ""CSlcm OII~pall. TlIe IlfIh clade cornains!he 
haplotypes fmm tIW' Penlns.u la do: Yucat!!n . This phylogcnclic 

Ilrnmgcll'K'nl Is nOl slmilnr lo nny prcvloo~ b.xonomtc elru;si­
fication bul II ls dos.: to ¡hose suggt:Sled by Tale ( 1933) aOO 

C..baJlos (20 1 ~ ) ..... he .... J'ifll,Il/U~. I}(.U/IC/It. 800 inJu/¡,,1s are 
,..,ganled as . ubspecies of T. CII"tJCt/U alld lIuulllal is syoony­

mized under T. c. CIInuce~J' , 

Thi . phylogcnetic panem is consiAcnl ... ·llh lhe "icariant 
allopalrk di'-cr¡cIl(l'-specialÍOl1 modcl since!he diSlributlooaJ 

bound:lries of elades are concordanl ",ilh uisllnllllC08l'3phl· 
cal batriers ( foil!. 3; I)evill 20(6). Thc cladc: fmm T~s Marfas 
IsIaOOs Is reslriclffl lo a conlinenllll archipdaao localed in !he 
Pacifk 0ce3/1 off \he Coas! al" Nayari! (Casti. AIId .... u 1992). 

TlIe elade fmm lhe Northem Pacific ooa~a1 plain is limited \o 
lhe elOSl by 1hc Sicll'll Mooll' Occidental and 10 tI~ 5OUtl'I by thc 
Tramvok:anic Bek and the Sicm MI(jre del Sur (E¡;pi/lOA el 
al. 2008: on~a ct al 2(09). Thc elide froro lhe Bal!iall ri'-cr 

hasin is I\:anked by tIW' 2 mounllln I'lIrlJcscl!ed ~(Zaldi''lIf­

Rh"CfÓII ct al. 2004; Sotuyo 2007~ The elade (mm lhe [s!hmus 
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PCl (57.6%1 . , 
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r 
• . , H • , 

~ • • Q 

JI • . ' . 

• 

, . 
• • 
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• tr .. - ,,~, '---c,-<-"-• _ m,KiIi< ,_ .. 1..... ., - ... , .. ,_ ~,In . ......... 0/,""'_ 
Ir _ ... Oe YUuI'" • 

DFl (57.8%) 
.· i~. 5.- MulllvanalC unalyiCS Of 13 tnIIllodcnlal '"3flabl's fmm ~ mllochoodrial cl:ldcs of lile gray OlOUse opoSMIm ml/("JI/U¡ú! raMIUIIJ): a) 
PIOI _ing """'pie diSfl'.""loo along tII<' lirst 2 .. ,'" fmm a priocipal componem analysi,. b) PkII col" llIc fi", 2 ca"""k:3I ates fmm a discriminam 
f\m¡;oon a/lal)·sll. 

of Tehuamepcc is bordcred by lhe Sie-rra Mi.' e 10 !he "'eS!. alld 

lhe Sierra Madre de Chiapas lo Ih~ ea" (CoMs-Rodrfg"'" el al. 
2013). The clack from !he ""nfnsula de Yucaliln is ,eslrkled 10 
lhe lropienl dI)" fOfC~1 Ihal OCCUI1i 10 lhe nonh Oflhil l'eninsula 
(Duno-dc Slcfa"" el al. 2012). The,dore, Ihese fi odings sup­
pon lhe ",",u lls of Giarla and Jama (201 4) who dcmo,m",¡ed 
lha! gcograp/lical banier.; prol11Ole thc isolalion and gcnclic dif­

ferenlilUion of a recenl radialion of Neotropical mmupiab in 

Sou lh America. 
Our ",",U ll' are simi lar 10 lhose reported for other Me. kan 

smal! mammals. For inslance. Ught el al. (2016) found !hal 
POPUllllions of lhe pygmy mouse (Balo",ys lIIylon) ,,"Cro 

! II\ICIUrN in 2 haplogroups scHreHuled by I~ Tn.nsvokanic 
Rell; while One~a el al. (2(()9) documem<"d thal banana bal 

(M"'Qtf)·c¡rri~ harrisom) pof'Ulntions are divided inlO 2 hap­

IoH""'!" ",parnled by lhe Sierrn M....., de Sur. High inlm· 
spccific gcnctlc varialion was also foond in populatlons of 
!he Vemp:u: ~hrow (SllfU \·mltlx¡ciJ) from IloIh ~ides of lhe 
1!lhmus orTehuanlepcc (EslCvael al . 2010). Similarly, Sullivnn 
el al. (19'.17) and León ·Pnniagua el al. (2007) fou nd mal lhe 
major mounlwn tanges of Mé~ico dro,·e Ihe isolnlion and 

genclic diver.;lficalion of lhe !'tfl"")"!ICUS UZI«US 5pccies HrouP 

and lhe mouse Henus Ha/m"")"J. respcocli'"t'I)". Those aUlhon; 
poime<! ou l mallhe Islhmu. af Tehuante""" represen! n slrong 
biogeogrdphic barricr fo, small mnmmals. In addilion. sorne 
amphlbbns (Zaldivar· Ri>·eró!! el al. 2QO..¡). reptiles (Dcvill 
2006; 7..arlU el al . 20(8 ), and birdi IGon/.tile]. el al . 2011 : 
Conés · Rodril(lle~ el al. 2013) display ,imilar biOj¡ffiwaphical 
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' l "'bld.~Standardii'.Cd oocmeicnts of canoo\cal variables b.Hcd 0/1 IJ Iog-IIanSf<lflllNl crnnlodrnbl variables fmm 5 dalleS or tho grny mouse 

~m (1JiJClIillZl~ ruulenlJ). liom 100 3 currenlly rocognlwd subspocil.'S or 7: CUUIeUI. and from tho dldclphKl gl'llCfll TlOCMIJj:J~. Marnwru. 
aOO MlIIJ()(/{lpII/s. Abbrt.'Vlalloos of '1lriables aro describl'd In "Matmals lIIld ~Mhods." OF _ discriminan! ruoclloo. ,- ,,-.. , "" ,,, ~.~ 0.9'6 

" -I.~~ 0.0l! 

" -0.1:10 -0.6'7 
I.I H -0,2-19 .~ ,. , .~ 0,2" 
~ -0_091 ~m ,. ~.~ -o,¡Wi ,= -uoo •. w 
,~ 0_911-4 0_.117 

M 1 ~\t 1 -o_27<J .~ 

WMJ o.m -0 . .14' .. -0_16-1 0_6 S 

IHM I.m ~.~ 

f .. ¡>IoIo«l van",," I"f ,7.1 2J.2 
Cumul.llw""-;>ne< 1") su 81.0 

lXI(lem~ over Ihe;r diwibulioolll rnnges. For uample. Ihc pofI­

ulali ons of lhe ... eSlem lyresll.lke (Trimorp/wdtln bi$fUIIIIUJ) 
s ... sl""'lured in 5 we ll-<lilferentiatN dades. whieh are con­
sislenl wilh lhe sub-species lhey belong 10 and whose oouOOar­

les are concordanl ""lh eXlslin)! geographical barriers su¡,h as 
lhe Transvok:ank IJeII. lhe Gulf of Californi a. lUId GUlle mala 
hishlands (Devin 2(06), 

Genelic divergeoce values of !he Cyrb gene among cla-;1cs also 
indicalN thallhese clades are ",eH differentlated. Comp:ui"",s 

among d:ldcs re\'cnJcd nn Inler·dad<- di~ergcocc aWflIging 
from 4.4% and 8.4% (Thbkl 3). These vaJucs aro ~i nlilnr 10 

lhose n:poned in OIhcrdidelphid s ~uch as MomxlelphiJ¡/¡rnIC5' 

rico (4.8%-PlI,\"lIJI et al. 2014), 7)'lnm)'~ palli¡/jor (5%--Giarla 
el al 2010). and M, maicatUJ (6.6%--Voss'" al. 201 4), In COll­
Iras!. inlragroup vaJues = low. means ranging from 0.5% 10 

3.6% (Table 3). These \"J lues:ve simi lar to lhose fouOO among 

COllspcl:ific individual~ of OIhcr didtlphid~ ~uc h as MamJ()5Of!~ 

paknrajmae (O. I%--Vou et al. 2013) and 7)'IOIII)'J :<ptJlUoriuS 
( 1.8%------G iarl a et al. 2010). High inler-group scnelk diycr­
geoce. bet .... ecn 2% and 11 %. had s high probabil ily ()f bdng 

indicati\'c of \'lllid specles lU"ld mcril addili onal study coo· 
ceming specific status (Il radlcy and Ilaker 20(1 ). Th~n:fore. 
lhe inlcr-c lllde ¡KIislances we n:rordcd susgest lhal T. ennrs· 
un< as eurrcmly ... cogni,.ed may include se\'ernl bu. 

"\be PCA ror mole<:ularcladcs did not formdusters bul show 
Ihal!he speci mcns from!he NOfthem l':Ici~c c!laSta l plainclade 
display the smal lesl dimensioos .... 'hieh is COflsÍ>lenl ... ilh pre. 
viou~ repon , (Fig . 5a; Allen 1898; Tale 1933), In COOlrasl, lhe 
DFA shO"iN lhat lhe sJl'X"imcm are cluste ... d in 4 0vcrlapped 
groups. The", dustcrs are consistent with lhe dados fmm 

Tres ~hu1"DS Is lands . !he Northem I'..ci fic coaslal pllln. the 
Balsas river basin. aOO lhe Isth mu s of Tehuantepec (Hg. Sb). 

Specimcns be lonsing 10 lhe Península de Yucalán cL'1de are 
localN in the area v.-i1ere lhe e llirse' from the Nonhem Pac;fic 
cOBSlal plain lUId Ilals", river basin eI:ldcs overlap. The O I'A 

airo shov.-ed !he clustcrs from Tres Marias Is lands .lI1d the 

~-
~~ 

01'1 ~ ,., ,~ 

-0.172 -1.619 o.m 0.5~1 

-O.(J)~ 0.057 O.(I\I~ ~.~ 

,,~ 0_ 1611 .~ -0.072 
0,447 0.727 ~~ 0,692 

-1.:10 _17011; IUJI -UJ..l 
-0.021 2.71S ~.~ m 
-0.1 ~8 -0.661 0,16: .~ 

". O.09S ~, o.~s 

-0.4'111 -o.21S 0.211 0.3~~ 

0,2-10 0.6-14 0,427 0.127 
-o,(m oJ72 O,S~8 ~.~ 

o.67S -0_294 0.01 1 0.100 
-0.101 0.4 16 -0,427 OJIS 
67.1 J2.9 SS,8 44-2 
67.1 100_0 SH 100_0 

ISlhmus of Te hu,1nlcpec are lhe mOSI dilfcrenlialcll, Li~cw;se. 
93%oflhe ~pecimeM were COITCCl ly as.signed 10 thciro .... n mo-
lecularclade indiealing lhal there are morphol1l<'"lrk dilfe ... ncn 
among !he",. 

1l1e PCA for cum,"lly recogniled subspccics did not fonu 
cluster.; either, In conlTllst lhe DI'A re\-eak:d tIlal me e llipse; 

of T. r. e/mucros and T. 1". insularj, are overlapped. whilc lhe 
2 spedmens of T. e, gauma; are wcll dilfcremiated from e""h 
OIher (l-igs. fu and 6b). Ttti. result suppons prcvious clas,ifi ­
calioo5 where 1: c. gl,umerl i5 ll:CognllCd as n ,-alld subspccie:s 

(Gtu"dncr 2005: Ramirel· l'ulido et al. 2014) and oot as a synon)'m 
for T. C. CIIlffsce~ll1S consideml by T~le ( 1933) luid Ceb.1l1O!i 

(2014). Likev.·i"" lhe f""llha! 100% of lhe spcl: imem "'-e ... coro 
rectly assis".,d lo !heir a priori group iOOicates tIlal!he cunemly 
rerogniled subspecies are well differenlialed morphoIogkally. 

Hoo'e"er, this result dilTers from that obtllined in lhe phylogc· 
f1C1 ic analy_ in "hieh lhe subspcl:ies T. c . C/lfleJU/U is parnphy. 
letic and i",ludcd J dilfcrcnl cI:1des (!he Balsas river bitS;n clade. 
!he Isthmus ofTehuantepec dalle. lUId !he ""nr/\Sula de Yocatán 

dade). n.e",fo;¡n,. giwn lhat ~ cu,,-.,nt taxonomic arrartgement 

does not re lied phylogenetic relatiooships luoong molocular 
clades of this marsupial. Ihis classi fiC'.oIioo ihou ld 001 be val id. 

Hi$ron'cal bjogmgruphical j~ftrenct1.-Our ... su llS ,uS· 
SCSI lhal the genus TlacuUl"jl1 "as p ... sem in lhe PleiSlocenc. 
which is consistenl with the fos.i l """,rd of Ihis spccies (Tale 
1933: Álv¡m,z and ArroylrCabrakls 1990; 7..an.a el nI. 20(3). 

Then:fore. lhe climmic fluclualions lhm occurred dunng the 
Plei stoccne may ha,'c affeclcd T. {"lUlucrnl. shapins ils gro­
smphkal dimibulion lhrouSh eyeles of expansioo (dunllS lhe 
glacial pcriods) and rnnge contrnclioo (during too intergl""ial 
pcriods-l'cm.1ndez et al . 2012). Simil:.rly. !he di\·N'S lfica· 
lion of TI¡,elllllzj" cou ld be !he resu lt of spatia! and ICmporal 

frngmemmion of !heir populalioos durinS inlCrglocial periods. 
whieh promotcd lheir isolalion and genelk divergcoce as has 
~n proposed for ""me mammals and bird. (e ,s .• Sulli\""," 
el al. 1997: Barber and Klicb 20(0). 
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OF1 (67.08%) 

tig. /i,- MuIU"arialC analyses J3 cranl!Klmlal variatllcs from too J curn.'fIUy l\'Cognl/oo subspecies or mocU/Uzj~ raIltKtIlJ): al !'lO( >ho"ing 
samplc diSP"BIon alO/lg t/)(' 11m 2:ues fmm a prloclpal oom¡lOl1('n! analysis. b) PIO! or!he "!"SI 2 canonlcal axes from a discrimlnant fuoclion 
analy,I •. 

[n addiiioo. geogTaphical barrie ... such as moun!aln r;u¡ge~ 

wtd nl'eB coold also play an imponant role as elfl'ClÍl'e rt'pro­
ductive barrieB. in!elTU~ing gene flow among lheir I'Opula­
(ioos (Fig. ~ ; Gialla and J:msa 20 I ~). Our rcsu lts cOflfirmcd that 

t he goog:raphical barrieB wilhin the distnbutioo of 1"1t,c"',lzin 
"'ere [)friCn! when thi~ mousc o[lOS5um ,laMed to di'l:llle. 11lc 
Sierra Madre D.:ddcnlal was fonnt'll in !he OligOC<'ne aOO 
eally Mi occne, prOlllOling tlleestabll,hmenl ofllle tropical dI)' 
roresl in westcm ar.d central México (Onega el al . 2{X)9). 11lc 

Trnnsvokanic Ikh started it. formali"" in lhe late Miocene. 

finishing in lhe Plioceoc (Z:lldiVll1-Ri>l:rón et al. 2O().l ); ""hile 
l he Sierra Madre <kl Sur was formed dunns the late Mesoloic 
(Cretaceou s-SO!uyo 2007). 11lc Isthmus of Tchuantepoc was 

rol"lnl!d from the late Mi ocene to !he eOO of tlll' PleislOC<'ne 

(Gon7.álcl el al . 2011 ). ".-hik: Tm Mañas [slands were iCp­

arnled from the conlÍnent during !he late Miocenc (Casas­

Andn-u 1992). Therefo<e, l!>ese SOOS"'phical barrieB promoCoo 
!he isolntioo of TIilClUIl:)n populations during lhe intcllllac:ial 
periods. driving lhe dirrcl\'ntialion uf this genus into 5 phylo­

geoctic elides. 
lt Is difficull to dcterrninate when Tk,cuiII~in anivcd in 

Mé~ko froro Soolh America since thele i, no fos~iI n:u>rd 10 

OOcumcnt the pIl:Sl'nce of this taxon in Sooth Amcrica nor ils 
migrntioo through lhe Panama [sthmus. Hov.· .. '''r. bnsa et al. 
(201 ~ ) suggested thal the ancei;(or of Tlacuillzin lI1O§C 17 Ma_ 

Our resuhs sug8<'.SI (hat uft~r TI'lCuatzill arril'ed In Mel leo. 

this mousc opossum e~tendcd its distribution along the Pacific 
roast unti! it arrived at ilS northem I"".mge. Tlat'",uz;1I mighl 
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DFl (55.8%1 
ng. 7.- Mullh'wÜle aoalyses or 13 craniodclUal ":lIübl~ fmm lhe didclphld gca'11l nl¡rU/Jrti~. Marmosa, and M~lphls, 1) 1'101 u.o..'lng sam­

pie dliflCl'Sloo along Ul\l llrsl 2 axcs fmm I prioclpal componenl 3/IiIlysls, b) 1'101 or lhIl Orst canonlcal ues fmm a dlscrlmlnanl funcllon analy,ls, 

ha\'e ,.,.ach¡,(! TI\"! Mwias Islands by using a INTCstrial bridge 
during a glacial period when the ~a lewl waslow. aS has bren 
suggeslcd fOl' SQme amphi bian! and replileslhal iohabit lhQSC 
islands (CasaS-AOOfcU 1992). Similarly, T/(ICJlIm:in mighl 
h~\'c arrhed in lhe PcnfmuJa of Yucauln ocross lile 151hmuIó of 
Tchuanlepec during a glacial period ""hen lile 1o""lands of lhe 
is!hmus wur more eXl~nsi\'e dur 10 loo'er sea Irl'~1 and lile 
~mlarid cnvironmenls ""cre conlinuoos from lhe Pacific 1000" 
lands lo !he Oulf ofMé.óco "'",Iands. as h3.5 bren proposed for 
other laxa 1h31 inhahit 10,"'land! Ofl both sides of lhe ISlhmus of 
Tehuamepec (Supplememary [)ala SD8: l)ucJlman 1960). 

Truonomic implicmiom.-Our phyiogenclic analyses fIlwaled 
2 m:tior cI!IÓe!i wilhin T/(/('um:in (Fig, 2), The.lirsl majos clarle 
(A) supports a ~isler rt'lalionshlp bel"'et'n Tres Marias Islands 
and!he NOI'Úlf'm P ... cific coaslnJ plain dalles, ""hile !he sccood 

major darle (B) shown a sislcr rebtiOllship bclwecn lhe Balsa,; 
river basin dalle and 1he Penlnsula de Yocalan and 1,lhmus of 

Tehuantep<X dades, although ,upport \lllues fOl' these gn>Up" 

are low. This hypotr.:sis ~uggests lha! TIocumzj/l mighl iocludc 
2 dilferent laxa, Howel'Cr, lhe gcllClic di,tances ... i\hin these 2 
major clades are high (O,().-6,2% wilhin darle A and 0,0-8.0 
\Io'i\hin clade B). slmil:l/'Io thoseUpeclOO helwecn differenl spe· 
des (Br..dlcy and Baker 2001), In addilion.p-distances bcl\lo't'<'n 
Ihe darles belonglng tonch majordadeare also high (Table J). 
which ,uggests thaI each majorclade may include sewrnl tua. 
On lile OIher hand, morphologkaJ evidencc indicates lhat lhe 5 
darles ore differenti:ued from eoch other (Fig, 5b), pmlicularly 
lhe Tres Manas Islands darle is considerubly dislirlCl fron! lhe 
Northem l'acific coost:tJ plain clade. The.,.,.fofll. oor data supporl 
thaI thc 2 majot cladell of TItICua/~"/1 may include ,;e .. eru.llaxa, 
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ARCAN(iELI El AL-orVER$rFlCATlON 01' TU.C/JAT¿¡NCA.NF;SCENS " 
The dades fmm Tres Marias Islands. lhe NOftbem Pxific 

roaslal plaln. and lhe ~nfnsula de YucaÚl'l wrre origi­

nally described as M. insularlJ (Merriam 189%). M. gi/umui 
(Osgood 1913). and M. siMIOilt (Allen 189%). ~spcct ll·ely. 
Howev~r. Ta~ (1933) W3S ur1.:lble 10 ldenlify lhe differences 
in ,ize and color th:1I thos.. authors reponed among tJ'Kose tala 
and M. c,m~s<Yns, The",f"",. he considere<! M. inJ'ulmü and 

M, SiMloll~ o;ubspccies oí M. mnelCen,'. and synonymiu'd 
M, gaumeriurllkr M. e, mnucens(Tate 1933). fu cu""nt tax ­

onomy of 1; canelCfns. whk'h is basro on morpholQgkaltraits, 
rewgni7.es 3 subspccie~: 1; c. WI/escfns from along the Pocific 
versant and throogh!he Balsas river basin; T. e, gaumeri from 
lile nonhem pan of the Penlnsula de Yucatlln: and 1; c. iMJu­
laris fmm Tres Manas brand, (Ramircz·PulidoC1 al . 2014), 

Based on oor morphologicül unaly!óCS ..... c SlnlC lhal 

T. c. flltU'scens. 1; c. íI'/umeri. and 1; insuluris are somC ..... llal 
diffcrenliale.:! fmm cach otller (Fig . 6b). Regarding Ihe phylo­
gcnclic analyscs ...... e find mal T. c. guumui is conslslrnl wim 
lhe geographicaJ dislrÍbulion of !he ~nlnsuln de Yucat.1n dalle, 
whlle T. c, imulilriJ is consislcnl " 'ilh lhe area occupied by Tres 
MarI"as !stand, dalle. In conlrast. oor molecular analyses ~I'eal 
Ihal T. C. CDlteseellJ' as cumnrly n.<:ognized Indudes 3 diffe",nl 

phylogenelic clade., of whkh 2 are consistenl ",i!h prel'ioo,ly 
"""'ribcd laxa. fu Northem P""ific waslal plain dalle is con­
sislem ..... ilh the range of '¡Mlooe, a $ynooym of CllJlelCens 

used to describe !he JIOPIlI:uions along the Pacific versanl flOm 
Sonora 10 Colima, ..... hile lhe Ismmu$ of Tehuanlcpcc dade i$ 
CQflsislcnt wilh!he aren occupie.:! by T. c. C(lJlt scrns in Oa~""a 
¡¡nd Chiap.1S. The Balsas riverbasin clade is llOl coosislcnt wilh 

any pl"Cvioosly described la~on, 
Accordi ng 10 oor Ilnaly!ies. lhe 5 clades Ihal Conlprise 1; c<me­

JftnS are gcnelicalJy and morphologically wcH differenlialed. 

Gcnclic dil'ergcnce among lheS(' dades is high (4-9%). " 'hile 
inllll·dndes dil'crgence l'aJUes are 101'1 (0.5- 3.6%). In adtJilion, 

we fOllnd slrong morphoJoglcal differences in ZB. IB M. and 

LM mal can help diagnos.. the clndes. FU rlJ'Konno~. 1M DFA 
suggcm !hal 1M T",s Mari,.,; Islands d:ldc ii coosldembly dis­

liocl fmm !he Norlhem Padfic coastal plain dade (rig. 5b). 
which supPOrts loo condu.ioos of M~rri3m ( 1898) and Wil"", 

(19'91) who slale.:! !hal i,land j>Opulalions differed suffidently 
fmm lhe mainlaoo populalions 10 wan-.. nt .pecie. =ognition. 
Similarly. oor anaIY!ie$ ,how lhat the ~nfn~ula de Yac:uán 

c1ade is well diffcrenli:Ued flOm lhe blhmus of Tehuamepcc 

clade (fig. 5b) "'hicb differs fmm lhe obsen.uiOfls made by 
TUle (19J3) wllo did nOl find diffc",oces among spccimens 

fmm lhe!'C regiOfls. Morro'·cr. Ihe C}'lb evi!lencc 'UggClili rhal 
lile 5 cladelllhal conform TlOCUUlZ;M havc becn gCllClically and 
geographically isolale.:! for appmxim:ttcly 2 Ma, We believc 
lhallhe sum 100al evidcllCc wggeSlS Ihallhese cI:Idel; may rep­

resenl differcnl lalta. furerorr. " 'c pmpose !he recognilion 
of T. gaumui (Pcnlnsula de Yucat.1n clade), T. ¡/tSu/aril' (Tres 
MarI"as Islands clnde). and T. 5/'nalo<", (Northcm l":Icific coost.aJ 
plain cladc) as vaJid taxa and rt'SlrÍel T. Ca",,5cen5 10 OUlOCa 
and Chiapas (l5Ihmus ofTehuantepec clade). 

Our resulls also ,uggest !hal !he clnde fmm !he Balsas river 

basin "'presenl' an addiliooal and unnamed l:uon. We foond !hi, 
clade is highly gcnelicalJy di\'ergent (above 5%) from!he OIhcr 

4. MorphologicaUy. il h similar 10 !he other dndes. wi!h sorne 
diffcrenliation ( l'1g. 5b). This resull is similar 10 lhose fOllnd in 

!he other specics oí TlocuUlzin documenled In !hls sludy. which 
diffcrea.c:h o1het genclically and morphoJogically, We n'Cognize 
!he Balsas ri,ocr basln cladc as an undescribed laxoo. 

Difful'nas 1,"10"8 8el!er,~-K2P di,lanteS ",e recorded 
""I",,,,,n Tlacuar:in and other genera we", much greater !han 
!hose regislered a mong Tlacuarz¡'n clades: ]8.7-20.9% ""Iween 
Tlacuarzin and MunliOSll, and 16.2-20.5% bet",,,,,n Tlueuarjn 

3nd Mot1(xielphis. o..r re,ulr~ are consi,lenl with Ihose foono;! 
by Pmroo et al . ( 1996), which recmded an e~\ensivc range of 

intergencric divergcoce 3rtlO1lH didelphi ds. ranging fmm 13.7% 
10 52.7%. Regarding lile phylogcnelic ",Iarion,hips among 
rhese genera. oor resulls liuggeSl lhal Tluculllz¡'n is ~i>ler 10 lile 
tl!lde Ihal iocludes Murmosa and Mml<lIlrlph;l. ,,'hich i~ simio 

lar 10 I of!he J hypOlheses proposed by Voss and Jansa (2009: 
Supplellll.'nlal)' DlIa SD3). 

fu mullÍ\"lUÍale analyses for TlllculII~;n. Marl/JOslI. nnd 
M/Jllool'lphis Indicated Ihal lher~ are slgnificanl diffcrences 
amoog lhe 3 g~ncrd (Flgs , 7a and 7b). TlilcUIII!;n:tOO Mamwsa 

are similar in siu and formo which cxplains why I1l/cuar:in 
Was Pfevioo,ly iocluded ..... ilhin lhe genus MM/fIlJ,a (Tale] 933: 

Vos. and Jama 20()]). Ho",e,,,r, oor result. ,uggesl !hallJ'Kose 

2 rnoo~ opossum, are ",eH differenlialed wilh Tlacuatzin sig­
nificantly .maller !han Mnrmom, and the",fo", lhe smallesl 
didelphid distribute.:! in México (7..an.a el al , 2(03). The fa<;1 
!hal oor re!iearch inc]!Ided T/uc~arzin spe<:imens fmm ils enlire 

dislribulion and "'Pfe!ienlnlives o r Marltl<l5n:tOO MOt1<lIlelphi5 
fmm Mexico and Soulh America may help undCtsland bener 

lhe cvolulioflal)' hi"OI")' of lhe gray nloose oj>Onum, 
In cootlusioo. oor genctic and morphological d.1la support 

nllCU<II;:iM mooophyly and suggesl !his IlUon is fonned by 5 "'cll­
diffNcnliawd phylogcnclic clades. Aceording 10 expecllllions. 
W diversificalion of !his l:Uon occurrro during!he Pleislocenc 

in response 10 climalic changes and lhe presence of geogrnphical 

barricrs. "hich promOled !he lsolallon and genctic diffc",nlillion 
of ils populatlons. We Pf'OP05" changes in !he curn.nl laxonomy 
ofllle genus noclUitziM, ",hk h indude!he recognilion oí T. íI'/u­
meri, '[ insu/miJ', and T. sú",h", as ""lid species and lile rerog­
nilion oí 1 laxon!hal i. not: COfI.i,l~nt wilh any OIhcr prel·ioo.ly 
described. Ukwise. both morphologkal and molecular evideoce 
pl"Csente<! here suppon tha! w genu. T/acuarjJl i. well diffell.'fl­

tiale.:! from ils relali,"CS. MnTmosll and MOI!fIIlt/phis. 

SPECW.s Accou,,'" 
Tlllcua/Zill e/mesetns (Allen. 1893) 

Gray mouse opossum 
Diddphi.J (M icourfus) e/Urua/rs Alkn. 1893:235. Type local­

ily "Sanlo Domingo de Guzmjn. ISlhmus ofTchuanlepcc". 

Oaxacll. M~xico. Type spccimcn AMNH 3111-2~ 3J. adull 
maJe. coll<'Cled by Dr. A , C. Buller in 1890. 

Ml/fmO!iI/ el/"nce/,.. Allcn. 1897:58. Transfcrred 10 lhe g~nus 

Marmosa. 
MarmaJa 0UXi1CtU' Merriam, 1897:43. Type localily ·'Üa~oca". 

Oaxaca, Mhico. 
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JOURNAL 01' MAMMAI.OGY 

Geogmphic mnge._ This ,pedes is known frum lhe Isthmus 

ofT .. huanlepec in Oa:<aca lUId ",,,,'em Chiapas. II also occur.; 

in lhe InllUld valley ofOaxaca. near Oaxaca Ch y. 

OiagIllIJis. - Pale gr,¡y dorsal fur lUId " 'bile undcrparu. ftel 
grayi~, lUId paJe bru",n taiL Skull !hon and broad, long lUId 

broad palaline. 

Tll/cum;Jn i/Uuw,is (Mcrriam. 1898) 

Tres Marfas pygllly opossum 
MarnlQJa insulon', Mcrriam. 1898:14. Type loo;alilY "María 

Madre Island. T= MarCas Islands", Nayaril. M~xico. Ty~ 

specimen USNM 89215. adull malt. eolle.::led by E. W. 
Nclron and E. A. Goldman in 1897. 
G~ogmphic /"llIIge.- This 'peci .... j, =lrkl~""<J 10 Tres Marfas 

Islands. 11 has bttn eollecled in lhe island, Mana Madre. María 

Cleofas.1UId San Juanilo. 

OillgnmiJ.-Cinnamon gnoyish dorsal fur and cl\'mn-buff 

underpan., feel buffy-brown. and b<Ol',n lail . S~ull 800 pa la· 

li ..... Ioflg and narmw. nasals long and narro",. 

T/¡/CuUl~in JinllIOlU' (Allen. I g98) 

Nonhem mouse opossUIII 

Ma,nlQsa Jinaloa~ Allen. Ig98: 14J. Type ¡oo;a lity ·'TalemaJ .... •·• 

Sinaloa. México . l)'pe specimen. Brilish Museum 

98.J.2.161.ooull mal~. colleele'" by P. O. Slmons in 1897. 

Geogfllphic fIInge. - Thi , species occuI'J along lhe Pocific lil' 

loral from Sonora 10 Colima aOO inland '"311"1' from Durangu, 

Jalisco. lUId Zacatecas. 

Oillgnmis. - Il ro".nish gray dOI'Jnl fur ,,00 yellow under· 

puns. cream ",hile feet. and lail bro"'nisb in lhe ha.'\C and pale 

allhe tipo Skull and palali ..... ,Ilon and broad. 

1"/IIl'Ulllz;n gaUIIU'ri (o"good. 19 13) 

Penlnsula de Yucalán mouse opossum 
Marmosa R',u,,,,,,i o"goOO, 191 J : 175. Type Iocalily "Yaxcaba 

southem Cñichen liza" . Yucauln. Müico. Tyl'" . pedmen 

FMNH 19995. su badull male, colle.::ted by G. F. Gaumer 

in 1912. 
Geogmphic /"llIIge.- This i-pCCi .... is knuwn frOOl Yucalán. 

Recem record, indicale Ihat mis 'peeie'l also occur.; in 
Campeche. "",ar tll<' aschaeological ruins ofCalalmul. 

Diag/lmi~.-Dark brownish gray dorsal fur and palc c",am 
underparts: feet ,rearny .... hite. tail brov.·nish abov~ and pale 
belo ..... S~ulJ and nasal •• mall and nBfT()\lo'. 

TIaculUzin balsml'nJi~. ne", spedes 

Balsas mouS<' oposs.um. ralón Ilacuache del Balsas 

Holot)pt.-Skin and skull of an <ldull m.lle (Colección de 
Mam(feros. Escuela Nadomll de Ciencias Biológicas.lnstitulO 
Po!it&nico Nacional. ENCS 26195). colleeled 21 NO\'ember 
1986 by Josi Juan Hcm:lntl¡,z CM"ez (colle.::tor number 577). 

T),/H' 11IC/l1it)·.- 14 Km N. 11 Km E I"Jnindicuaro. municipal· 
il)' uf Purúandiru de Calderón, Mkhoacán, Mé~ico (2006'3~'N. 

IOI "3g'38'W). 
/)/!lribulioll. - Thls spcc~ occurs through the BalsllS rivu 

basin ..... hich is delimiiro by lhe Transvokanic Beli 10 lhe 
nonh and Ibe Sierra Madre del Sur lo lhe soum. lIS distribu ­
tion utcnds from Jalisco lo Puebla. h is p",senl in lhe Slale!l of 

Jali sco. MkhollCán. Guerrero. More los. Estadode Mé xico. and 
Puebla. h alwoccun¡ in adja<;em n:gions ofOaxaca. 

¡'·t)·mology.-1ñe spec.ific epithet balrostnJis refeI'J 
to lhe geogruphlc rt'gion o f !be BalSa!; ril'er basin. area In 

whkh lhe spedes i~ diSlribuied. We suggeM lhe common 
names Balsas moose o",,"sum. and ratón Ilacuache del Balsas. 

OiagllO.ls.- Bro".nisb s ligbtly gr~y dorsal fur aOO yeJlow· 
buff underpans. fcet yeilowish. and tail li lighlly bicolored. 
brov.·nish aboye and paJe- belo ..... Skull long and broad. nasal, 
and palatíne long lUId broad. 
NttMrb.-Tlucum~;/I b"lsaJ·tmiJ· is u dblincllve mamo 

ma1ian componen! uf Iropical dry for .... ls o f "'eSlem M~xico 

althoogh il also oo;,urs in a greal I'aricty of habila" rang­
ing from plne·oo~ foresl lo !lCrubs (Voss and Jansa 2003: 
Hcrn~ndez-Cardona el al . 2007; Monroy ·Vilcbi s et al. 2011 ). 

Thi s species co-oo;curs ",ilh other ta13 ""Irined lo Ihe BalBa. 
ril'er basin such os lhe scrub Cal'511lpin;(J (J)'amllt (SOIuyo aOO 
Le ... · i~ 2007). lhe scorpion Ctm,uroi¡/u ha/sastnsis (Ponce 
and Francke 2(04). and Ihe iguana Ct~nosau,ia e/a,ki (P~re7. 

and Saldana 2002 ). Th~ comervalion ,talo. of Ihi. marsupial 

is unk.nown: however. il m,IY be a mreatcl"Ied specles ~Ince it 
OCCUI1i in lhe lropical dry foresto un ecosy~lem highly frag· 
mented and d isturbe<! in México (Meayc el al. 2(12). 

NlHIItndllluml JrlllenU'nt. - A lif~ scicnce ldentifier (LS lD) 

numbcr "'as ob~lined for lhe new .pecie~ TW("¡M:illlxllmun· 
sÍJ: um:lsid :7.00bank.org:pub:96J4C86D-BE27-4JD7 -82E7_ 

m7I E569S37B. 

K E\' TO '!"1m S I'ECIES 0.- n.loC/JArl. /N 

la.Tailbm",nisb ........ .. ................. .. ................ .. ......... ..... .............. .. ................. . .......... .... .............. .... . 2 

lb. Tail bicolored.... ....... ... . .... ....... ... . .... .. .. 3 

la. Cinnamon grayish dorsal fur .......... 7: imulllris 

2b. Grayish dorsal fur .... ......... .... ............ . . . ...... . .... . ........ ................. ....... 7: ranfS<"fns 
3a. 'raíl brownish at th~ b= and pak allh~ tip . .. ................ .. .......... . .......... ... .............. .. ........................ 7: .inal""" 
3b. Tail brownish above and pale ~low ............... ...... . . ........ .4 
43. SkuUshort (eDl. < 28.5 mm), length of Ml-M3 < s.~ m. ... . .......... 7: gaumtri 

4b Skulllong (CS!. > 28.5 mm), kngth of Ml - M3 ~ 5.4 mm .... .... ..• . .......... 7: balsase"sis 
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ARCANGf.LI ET AI_-DIVERSIFlCAnON OF TlACUATIJNCANESCENS " 
"CKI'iO\\·U]IC~I .~'-rs 

~ V~'Ps. Y. Horleuno, :and KI"n1II UndeTgradwle studrnu 
hd¡lN eoll«1 Mld umplts and twak museum ~imrns 
M CoI«ción Nadooi11 Ik M;l!lllferoJ (CNMA). C. Lópa. 
Gooz.ila (CIDU R, l)unmgo). e LomIZO (ECOSUR,SC·M). 
o. Retam (OIUAC). J. e L6pez Vldal (ENCB,IPN). M. A. 
Louno (UAEM). R. s. Voss (AMNH). S. ~ra<;h (NMNH). 
R. M. Timm (KU). B. P~ttfI"JOO (FMNH) •• 00 11M: BRTC al 
Tul.! A&M Unive!""Jily griICiously prOYided liBU( umples 
~nd mUKum sp«imens. Hnanclal supporl was partly by 
FAC (Uni~rrsidad Nxional AUlónoma dr M~Iico IhTO\lgb a 
rtKarch granl; I'A PI IT program prOt«1 numbe. [N21571 [) and 
by IEL (Teus A&M Univcrsily). lA il gralcl"ullo Polgrado en 
Cie!\C[as Biológicas. UNAM. ~nd ConKjo Noclon:tl deCirncias 
yT«nologia (CONACyT) forgranlS and fdlowsh ips pmvided. 

SUP"I.OI~~~A II.\· I)AT'\ 

Suppkrru:nluy data lIn a~ail;able 11 }ournru 01 MammaSogy 
onliM. 
SIII>l'lrmrnlary Dala SDl .-Ba)'l'Sian phylognun of Ihe 1'11)10· 
Fnftic rtlalionlhipl iIIlloog diddphids and wilh in Ihe gny 
mollK opOSIum C71atua/:in Collllft("t"/U) bued on a partiliontd 
analysil c1tlM: cytochrome·b Fil(. Muimum likdihood (ML) 
aoo Ibynian inf~nte (Bl) suppor1 vaJun lIn indicaled by 
filled ctrdes al ~ with ML on Id'!.oo B[ on 11M: righl. For 
ML wllile Indkales nodal suppDl1 $ ~ gny indicales nodal 
5Upporl bttwem ~ and 15"," and blilCk indicales nod:tl su¡:>­
pon '" 75"'. For BI. gray iooicales rKl<bI suppDl1 < 0.95 and 
black indicales nodaI tuppor1 '" 95. 
Supplemtnlary O~ I~ Sln .-Bayesian pll)"Jogram of 11M: phylo· 
gt"netic reulionlhips among didtlphods and WIIhin 11M: gny 
mollK opossum (11aruarzin rnlN'SCt/U) ~ <.In a par1iti<.lned 
analysis of 1tM, inlerphotor«q>tor rctinoid gt"1M:. Muimum 
hktlihood (MI.) ~oo Bayesi"n inference (BE) lupporl vaJues are 
irwJkaled by fil1ed drdes al nndes, with ML on kft and 111 00 
11M: rigbl. For MI~ white iookales nodallupp<lr1 $ ~ gray 
iooicales nodalluppotl btlwun ~ IInd 75,.. and black indí· 
nt('! nndallupporl ~ 15"'. For !I[, gr¡y ioolcat('! nodal support 
<. 0.95 ~nd black I ndicates nooalsuppon '" 95. 
SUPI,lcmclltary [)~ I a SDJ.-Baytsian phylogram oflhc phylo· 
gt'n~lit rt'lalionshipl anlong did~lphidJ and wilhin the gray 
mou~ OpG$lum (1"IMUII,:in (~nua/U) based on a conall· 
rn¡led and pulllionc:d analyses of 2 gt'nes (cytochrome·b and 
inlffpholoreuplor r~inokl.blooi ng prOl~n). Muimum likt· 
lihoOO (Ml) amI Baj'tsian InferCl\(f (SI) lupporl valuts m 
iooitated by filltd circJes lit nndes. "'ith Ml 00 kft and Bl 00 
Ibt rlglll. ¡:OI" MI~ while iooitates nodalsuppon s ~ gny 
iook¡tes nodalsupport belW«Tl 5O'!Iio and 75"'. and block iooi · 
cales nodal wppon", 75"'. Fot 111 . gnly indic:ates noda! IUpport 
< 0.95 and black indk<lles nodalsuppor1 '" 95. 
SlIpplr lllrlllaT)' O~ I~ SD4.-Mulunrialt" ana!ysis of VlIiana 
(MA NOVA) performed (01" II craniodtnlal \-ari~ among 
• ralegories of .. dides resultmg froro 11M: phylogo:netic allll· 
Iysis and 2 5Ubsp«ies o(llM: gray mOUK opossum (71atua/zin 

rlllM'Ktlll); anaI)'sn among IF ralegories wert' l10l conducted 
on Tres Mula.! Isbnds dade aoo 71atua/zÍII C<l1ltsCt/U ¡muLlnJ 

becauK all spectmms tllll1ined for IlIil region and IUbsprcies 
Wft"( adlllu. Signi6cant dift"eren(e! (P!IO 0.05) are muked wilh 
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Supplementary Data S1.  Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
and within Grayish mouse opossum (
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 

Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
and within Grayish mouse opossum (Tlacuatzin canescens) based on a partitioned analysis of

b gene.  Maximum Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support values are 
by filled circles at nodes, with ML on left and BI on the right.  For ML white indicates 

≤ 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black indicates nodal 
≥ 75%.  For BI, gray indicates nodal support < 0.95 and black indicates nodal support 
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Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
) based on a partitioned analysis of the 

b gene.  Maximum Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support values are 
by filled circles at nodes, with ML on left and BI on the right.  For ML white indicates 

≤ 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black indicates nodal 
indicates nodal support ≥ 95.   



 

Supplementary Data S2.  Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
and within Grayish mouse opossum (
interphotoreceptor retinoide gene
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.   

ayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
and within Grayish mouse opossum (Tlacuatzin 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 

≤ 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black 
≥ 75%.  For BI, gray indicates nodal support < 0.95 and black indicates 
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ayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
) based on a partitioned analysis of the 

.  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 

≤ 50%, grey indicates nodal support between 50 and 75%, and black 
≥ 75%.  For BI, gray indicates nodal support < 0.95 and black indicates 



 

Supplementary Data S3.  Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships
and within Grayish mouse opossum (
analyses of two genes (cytochrome
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 
nodal support between 50 and 75%, and black indicates nodal support 
nodal support < 0.95 and black indicates nodal support 

Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships
and within Grayish mouse opossum (Tlacuatzin 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, 

n left and BI on the right.  For ML white indicates nodal support 
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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Bayesian phylogram of the phylogenetic relationships among didelphids 
) based on a concatenated and partitioned 

binding protein).  Maximum 
Likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) support values are indicated by filled circles at nodes, 

n left and BI on the right.  For ML white indicates nodal support ≤ 50%, grey indicates 
≥ 75%.  For BI, gray indicates 
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CAPÍTULO II 

Twenty-four microsatellite markers for the gray mouse opossum (Tlacuatzin 
canescens): development from illumina paired-end sequences 
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CAPÍTULO III 

Genética poblacional del ratón tlacuache (Tlacuatzin canescens) evaluada con DNA 
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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 morfológicamente.  A 

pesar de que existen numerosos trabajos sobre su biología, 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 taxón con base en  

DNA mitocondrial y microsatélites.  La diversidad genética del gen mitocondrial 

citocromo-b se evalúo mediante el número de haplotipos y el cálculo de las diversidades 

haplotípica y nucleotídica; mientras que la variación genética de los microsatélites se 

evaluó por medio del número de alelos, alelos únicos, su frecuencia y la heterocigosidad.  

Adicionalmente, se hicieron análisis de demografía histórica y diferenciación poblacional 

para conocer algunas características de la estructura poblacional.  Los resultados mostraron 
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altos niveles de diversidad en los clados filogenéticos, así como una alta diferenciación 

genética (estructura poblacional) entre clados.  Asimismo,  los análisis de demografía 

histórica sugieren un crecimiento poblacional rápido a partir de un tamaño poblacional 

pequeño.  Asi, nuestros resultados apoyan los cambios nomenclaturales sugeridos para el 

género en el capítulo I, por lo que se cumplío 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 (Tlacuatzin 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 conservación de las especies ya 

que es un indicador de su estado de conservación, el cual está directamente relacionado con 

la adecuación 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 podrán adaptarse mejor y dejar más descendientes, 

mientras que en especies con una diversidad genética baja la adaptación será limitada 

aumentado el riesgo de extinción (Firestone et al. 2000). Tal es el caso del tigre de 

Tasmania (Thylacinus cynocephalus), el cual exhibía niveles de diversidad genética muy 

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

Usualmente, la diversidad genética de una especie se evalúa utilizando marcadores 

moleculares, entre los que destacan por sus características el DNA mitocondrial y los 

microsatélites, los cuales brindan  información sobre los parámetros poblacionales, 

genéticos y demográficos (Sunnucks 2000).  El DNA mitocondrial es una molécula circular 

que se hereda a través del linaje materno y que tiene una tasa de mutación muy elevada; 

razón por la cual, es ampliamente utilizado para documentar la variación intraespecífica 

(Sunnucks 2000; Rentería 2007; Nabholz et al. 2008).  Esta variación se evalúa en relación 

al número de haplotipos, el número de sitios en donde existe una mutación (sitios 

segregados) y el número de nucleótidos que son diferentes entre dos secuencias (diversidad 

nucleotídica; Hamilton 2009).  Asimismo, este marcador molecular es de mucha utilidad 

para inferir las relaciones filogenéticas entre especies estrechamente relacionadas o evaluar 

hipótesis filogeográficas (Piñero et al. 2008).   

Entre los genes mitocondriales más utilizados se encuentra en gen citocromo-b      

(Cytb), el cual ha sido exitosamente amplificado en mamíferos silvestres, particularmente 

en roedores y quirópteros (Bradley y Baker 2001).  De igual forma, este marcador ha sido 

utilizado en los otros grupos, como el Orden Didelphimorphia, específicamente 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 

variación genética presente en D. virginiana, D. marsupialis y D. albiventris (Cervantes et 

al. 2010; Sousa et al. 2012).  Asimismo, la región 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 nucleótidos, que se repiten en 

tándem un número elevado de veces y que están delimitadas por secuencias altamente 

conservadas (González 2003; Akemi et al 2012).  Los microsatélites presentan una tasa de 

mutación 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 (HE; Frankham 

et al. 2010).  Los microsatélites pueden revelar la estructura poblacional de las especies e 

identificar cuellos de botella, hibridación entre especie o depresión por endogamia 

(González 2003; Akemi et al 2012).  

Existen un gran número de trabajos que evalúan la diversidad genética de mamíferos 

silvestres a través de los microsatélites.  En lo que concierne a los marsupiales, este grupo 

ha sido ampliamente estudiado en la región australiana siendo las especies más 

carismáticas, como el demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), en las que más 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, sólo 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 variación 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 distribución.  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 



54 

 

Cytb e interfotoreceptor retinoide (IRBP) reveló que este género es un grupo monofilético 

constituido por cinco clados filogenéticos bien diferenciados tanto genética como 

morfológicamente (Planicie costera del Pacífico, cuenca del Río Balsas, Itsmo de 

Tehuantepec, Península de Yucatán e islas Tres Marías—Arcangeli et al. 2018).  

Adicionalmente, durante el diseño de los microsatélites para Tlacuatzin se encontró que 

exhibe niveles de diversidad genética de bajos a moderados.  (Arcangeli et al. 2013).  Sin 

embargo, aunque este trabajo incluyó muestras de toda su distribución, utilizó un número 

limitado de ejemplares, lo que podría estar subestimando la variación genética de 

Tlacuatzin.  Aunque este marsupial no está en ninguna categoría de riesgo, sus poblaciones 

podrían  estar en riesgo ya que se distribuye en la selva baja caducifolia, uno de los 

ecosistemas más amenazados del país (Zarza et al. 2003; Ortega et al. 2009).  Así, el 

objetivo de este capítulo fue documentar la diversidad y estructura genética de estos 

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

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención 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 

mastozoológicas, 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).  

Extracción de DNA.—Antes de la extracción, las biopsias de piel se lavaron con 

solución STE (NaCl2 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 evalúo 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 

concentración se midió por espectrofotometría.  
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DNA mitocondrial 

Amplificación y secuenciación.—El gen citocromo-b (Cytb) se amplificó por medio 

de la reacción 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 

amplificación del gen Cytb se hizo en fragmentos de 100—400 pb.  Asimismo, el programa 

del termociclador en estas muestras incluyó un número adicional de ciclos para mejorar la 

calidad de las amplificaciones.  Las concentraciones finales de los reactivos en un volumen 

de reacción de 25µl fueron: 50 ng de DNA, 0.2 mM de cada dNTP (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 MgCl2.  Las 

condiciones óptimas de amplificación fueron: desnaturalización 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 

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

El DNA amplificado se visualizó con SYBR por medio de electroforesis en geles de 

agarosa al 1.5% y se purificó utilizando el kit AxyPrep PCR Clean-up Kit (Axygen 

Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante.  El DNA se secuenció en ambas 

direcciones utilizando el secuenciador automático del IB (ABI Prism 3 100 Genetic 

Analyzer, Applied Biosystems, Ciudad de México, México) y los primers utilizados para su 

amplificación.  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). 

Análisis de los datos.—El polimorfismo genético de las poblaciones del género 

Tlacuatzin se evaluó a través de la estimación del número de haplotipos, y las diversidades 

haplotípica (h) y nucleotídica (π), utilizando el programa DNAsp v.5 (Librado y Rozas 

2009).  Este programa también fue usado para calcular la distribución Mismatch y las 

pruebas de neutralidad de Tajima (D; Tajima 1989) y Fu (Fs; Fu 1997).  Se evaluó la señal 

de cambio en el tamaño poblacional histórico con el  índice Harpending (raggedness; 
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Harpending et al. 1993) y la desviación de la suma de cuadrados (DSC) entre la 

distribución 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 diferenciación 

genética de las poblaciones de este marsupial a través de un análisis de varianza molecular 

(AMOVA) y de la estimación del coeficiente de diferenciación (FST).  La correlación entre 

la distancia genética y la distancia geográfica de los haplotipos se evalúo por medio de una 

prueba de Mantel.  Para esto, se construyó 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 

geográfica con el programa Geographic Distance Matrix Generator v.1.2.3. (Ersts 2016).  

Las distancias geográficas obtenidas en km se transformaron a log10 para ajustar los datos a 

un modelo lineal.  Finalmente, se construyó una red de haplotipos para estimar las 

relaciones genealógicas entre las secuencias de los ratones tlacuache del género Tlacuatzin, 

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

Microsatélites 

Amplificación y genotipificación.—La amplificación de 12 microsatélites (Tlacu119, 

Tlacu151, Tlacu169, Tlacu193, Tlacu227, Tlacu311, Tlacu413, 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 específicos (Cuadro 2; Arcangeli et al. 2013).  Las 

reacciones de amplificación se hicieron en un volumen de reacción de 15 µl; en donde las 

concentraciones de los reactivos fueron: 30 ng DNA, 0.3 mM dNTP´s, 0.5 µM cada primer, 

1X Buffer (2.0 µM MgCl2, 10 mM Tris–HCl, 50 mM KCl), 2.5X BSA y 1.0 U FlexiTaq 

Polimerasa (Promega).  Las condiciones óptimas de amplificación fueron: 

desnaturalización 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 

extensión final de 72°C.   
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Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% teñidos con 

bromuro de etidio.  El DNA amplificado se analizó en un secuenciador automático (ABI 

Prism 3 100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Ciudad de México, México).  El 

tamaño 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). 

Análisis de los datos.—La desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), el 

coeficiente de consanguineidad (FIS) según 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 análisis del equilibrio Hardy-Weinberg como en las pruebas de desequilibrio de 

ligamiento se aplicó la corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples (Rice 1989).  

Los errores de genotipificación y la presencia de alelos nulos se detectaron con el programa 

Microchecker v.2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004).  El número de alelos por locus y su 

frecuencia se estimó con el programa Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001), mientras que la 

heterocigosidad observada (HO) y la esperada (HE) por locus y por especie se calculó a 

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

La distribución de la variabilidad genética se examinó por medio de un Análisis de 

Varianza Molecular (AMOVA) en el programa Arlequin v3.4.1.3.  La diferenciación 

genética se evalúo a través de la estimación de los coeficientes de diferenciación, FST y RST, 

entre las especies, utilizando el programaGenepop v.4.2.  La estructura genética del género 

Tlacuatzin se infirió con el programa Structure v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000).  Las 

simulaciones se hicieron variando el número 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 análisis se repitió 20 veces por cada K para asegurar consistencia en los 

resultados.  El número de grupos se determinó mediante el método gráfico de Evano et al. 

(2005) basado en la tasa de cambio de la función de verosimilitud con respecto a K (∆K), en 

donde el número más probable de grupos está dado por el valor más alto de ∆K.   
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El flujo genético se evaluó a través de la estimación del número de migrantes por 

generación entre clados, utilizando los valores de FST a través del método de Wright (1985): 

N= (1-FST/4 FST).  Asimismo, se hizo una prueba de asignación 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 

Caracterización 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 nucleótidos 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 Pacífico, 11 al clado de la cuenca del Río 

Balsas, nueve al clado del Istmo de Tehuantepec, cinco al clado de la Península de Yucatán 

y siete al clado de las islas Tres Marías.   No se encontraron haplotipos compartidos entre 

localidades.  La diversidad haplotípica estimada para el género Tlacuatzin fue h = 0.998 ± 

0.004, mientras que la diversidad nucleotídica fue de π = 0.052 ± 0.001.  Similarmente, la 

diversidad haplotípica dentro de los clados varió de 0.993 a 1.0, mientras que la diversidad 

nucleotídica fue de 0.035 a 0.005 (Cuadro 1). 

Demografía histórica.—La prueba de neutralidad de Tajima para el género arrojó un 

valor positivo aunque estadísticamente no significativo (D = 0.381, p = 0.723), mientras 

que la prueba de Fu arrojó un valor negativo significativo (Fs = -9.402, p = 0.013).   Los 

valores de la D para los clados de la Planicie costera del Pacífico y la cuenca del Río Balsas 

fueron positivos, mientras que en los clados del Istmo de Tehuantepec, la Península de 
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Yucatán y las islas Tres Marías fueron negativos, todos estadísticamente 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 distribución Mismatch multimodal tanto para el 

género Tlacuatzin como para cada uno de los clados (Fig.2).  Los valores del índice de 

Harpending (raggedness) y la desviación de la suma de cuadrados bajo el modelo de 

expansión demográfica no fueron estadísticamente significativos para ninguno de los clados 

ni para el género (Cuadro 2).    

Diferenciación genética.—El AMOVA reveló que el 64.93% de la variación presente 

en la muestra se encuentra distribuida entre los clados, el 31.09% está repartida entre las 

poblaciones dentro de los clados y el 3.99% se encuentra dentro de las poblaciones (Cuadro 

3).  Los valores del FST obtenidos de la comparación 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 correlación r de 0.797 (p = 

0.000; Fig. 3). Asimismo, se obtuvieron valores significativos para los clados de la Planicie 

costera del Pacífico (r = 0.732, p = 0.000), la cuenca del Río Balsas (r = 0.723, p = 0.001) y 

la Península de Yucatán (r = 0.770, p = 0.047).  El análisis de la red de haplotipos reveló 48 

haplotipos diferentes agrupados en cinco grupos, los cuales son consistentes con los clados 

filogenéticos (Fig. 4).  El mayor número de sustituciones nucleotídicas (137) se registró 

entre los clados de las islas Tres Marías y el Istmo de Tehuantepec, mientras que el menor 

número de sustituciones (17) se encontró entre el clado de las islas Tres Marías y el clado 

de la Planicie costera del Pacífico. 

Microsatélites 

Diagnosis de los datos.—El análisis de Hardy-Weinberg reveló que los clados de la 

Planicie costera del Pacífico, la Cuenca del Río Balsas, el Istmo de Tehuantepec y las islas 

Tres Marías  presentan loci en desequilibrio (Apéndice IV).  Sin embargo, la combinación 

de probabilidades indicó que ningún locus presenta una desviación significativa del EHW.  

Por otro lado, el coeficiente de consanguineidad (FIS) presenta una desviación 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, ningún locus mostró desequilibrio de 

ligamiento (Apéndice V).  No se identificaron errores de genotipificación en ningún clado y 

la presencia de alelos nulos fue detectada en los clados de la Planicie costera del Pacífico, 

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

Diversidad genética.—Todos los microsatélites analizados fueron polimórficos.  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 (HO = 0.456 ± 0.074; Cuadro 11) fue menor a la 

heterocigosidad esperada (HE = 0.72 ± 0.035).  El clado de la Planicie costera del Pacifico 

fue el que presentó los valores de diversidad más altos, con un media de 5.9 ± 0.99 alelos 

por locus y una HE = 0.757 ± 0.61, mientras que los clados de la Península de Yucatán y las 

islas Tres Marías registraron los más bajos, ambos con un promedio de 3.5 alelos por locus 

y una HE de 0.672 ± 0.10 y 0.688 ± 0.05, respectivamente.  No se encontró ningún alelo 

que estuviera presente en los cinco clados.  El 3.2% de los alelos presentó frecuencias > 0.5 

(Apéndice VI).   

Diferenciación genética.—El AMOVA reveló que el 79.13% de la variación se 

encuentra distribuida entre los clados filogenéticos, el 14.34% de ésta está repartida entre 

las poblaciones dentro de los clados y el 6.53% se encuentra dentro de las poblaciones 

(Cuadro 5).  Los valores del FST obtenidos de la comparación entre clados variaron de 

0.107 a 0.299, mientras que los valores del RST variaron de 0.304 a 0.978 (Cuadro 6).  Los 

valores más altos se registraron entre los clados de las islas Tres Marías y la Penúnsula de 

Yucatán, mientras que los valores más bajos se encontraron entre el clados de Planice 

costera de Pacífico y el de las islas Tres Marías. 

Estructura genética.—El método gráfico de Evano reveló que el género Tlacuatzin 

está estructurado en cinco grupos genéticos bien diferenciados (∆KMAX = 64.448 en K=5).  

Las simulaciones indicaron que los grupos 1 y 2 son consistentes con el clado de la Planicie 

costera del Pacífico, mientras que el grupo 3 es consistente con el clado de la cuenca del 

Río 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 Península 

de Yucatán, respectivamente; mientras que el clado de las islas Tres Marías está ubicado 
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dentro del grupo 1 (Fig.6).  Por otro lado, la prueba de asignación colocó 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 y el 0.93% al grupo 5 (Apéndice VII). 

Flujo genético.—El número de migrantes por generación estimado entre los clados 

varió de 0.586 a 2.087 (Cuadro 8).  Asimismo, se identificaron dos posibles migrantes (p < 

0.01). 

DISCUSIÓN 

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 haplotípica (h = 0.998 ± 0.004) y una baja 

diversidad nucleotídica (π = 0.052 ± 0.001).  Dicha combinación sugiere un proceso de 

expasión demográfica rápido a partir de un tamaño poblacional pequeño (Avise, 2000).  

Similar a lo reportado en el ratón tlacuache tlacuache (Marmosa murina) cuyos valores de 

diversidad fueron h = 0.8 ± 0.1 y π = 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) indicó que Tlacuatzin atravesó por un proceso de 

expansión demográfica (Fu y Li 1993), lo que corroboró los resultados derivados de la 

estimación de las diversidades haplotípica y nucleótidica.  Por otro lado, se obtuvó una 

distribución Mismatch multimodal, la cual es consistente con un modelo de equilibrio 

demográfico (Hernández-Baños et al. 2006).  Sin embargo,  los valores de la DSC y del 

índice de Harpending al no ser significativos sugieren que la distribución Mismatch 

encontrada refleja estructuración 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 número de alelos por locus varío de 11 a 19 (=15 ± 2.52), siendo más alto que el 

número de alelos reportado para Tlacuatzin anteriormente (=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 (=7.0 ± 0.2—Eldridge 2010).  La 

heterocigosidad esperada (HE = 0.67-0.76) fue alta y comparable con la reportada para el 

betong norteño (0.65-0.75) y el bilby (0.75-0.81—Pope et al. 2000; Moritz et al. 1997).  

Asimismo, la HE documentada en Tlacuaztzin es similar al promedio de la HE reportada 

tanto para los marsupiales australianos (0.66 ± 0.01) como para los mamíferos placentarios 

(0.67 ± 0.1—Eldridge 2010).  Niveles de diversidad altos como los que presenta Tlacuatzin 

son propios de taxones conspicuos y de amplia distribución en los que existe una una 

estructura genética bien defdinida (Eldridge 2010). 

Diferebcuiacipon genética.—Con base en los análisis de DNA mitocondrial y 

microsatélites se encontró que el género Tlacuatzin presenta una fuerte estructura 

geográfica a lo largo de su distribución.  Los datos apoyan la hipótesis de que este género 

está conformado  por cinco grupos genéticos delimitados por la presencia de barreras 

geográficas.  El primer grupo se está restringido a las islas Tres Marías, frente a las costas 

de Nayarit.  El segundo grupo está delimitado por la presencia de la Sierra Madre 

Occidental al este y al sur por el Eje Volcánico Transversal y Sierra Madre del Sur.  El 

tercer grupo se encuentra flanqueado al norte por el Eje Volcánico Transversal y al sur por 

la Sierra Madre del Sur.  El cuarto se dsitribuye en la región del Istmo de Tehuantepec.  El 

quinto grupo está restringido a la Península de Yucatán.   

Este patrón responde a un modelo de aislamiento por distancia (r = 0.797, p = 0.000), 

en el cual las barreras geográficas como el Istmo de Tehuantepec o el Eje Volcánico 

Tranversal juega un papel importante en la diferenciación genética de las poblaciones ya 

que actúan como una barreras reproductiva al impedir el flujo genético entre éstas.  

Algunos autores han reportado patrones similares en otros mamíferos mexicanos.  Por 

ejemplo, el ratón el ratón pigmeo (Baiomy taylori) cuyas poblaciones están estructuradas en 

dos haplogrupos separados por el Eje Volcánico Transversal (Light et al. 2016) o la rata 

arrocera (Oryzomys couesi) cuyas poblaciones en ambos extremos del Istmo de 

Tehuantepec han divergido considerablemente (Vázquez-Domínguez et al. 2009).  Del 

igual manera, estas barreras geográficas han  moldeado los patrones filogeográficos de 
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otros vertebrados terrestres, entre los que destacan la iguana negra (Ptenosauria pectinata; 

Zarza et al. 2008) y el colibrí ruiseñor (Campylopterus curvipennis; González 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 climáticas que ocurrieron en este periodo promovieron la 

diferenciación genética del género en  cinco grupos divergentes (Arcangeli et al. 2018), a 

través de ciclos de expansión (durante los periodos glaciares) y de contracción de sus 

rangos de distribución (durante los periodos interglaciales; Fernández et al. 2012), como ha 

sido propuesto en otros vertebrados (Barber y Klicka 2010; Cortes-Rodríguez et al. 2013).  

De esta manera, el aislamiento geográfico de las poblaciones de Tlacuatzin por largos 

periodos de tiempo aunado al efecto a deriva génica que promovió la pérdida o la fijación 

de diferentes alelos en cada población, originó la diferenciación genética de las mismas 

(Amman y Bradley 2004; Vázquez-Domínguez et al. 2012).   

Dicha diferenciación 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 Cytb se 

documentaron 48 haplotipos diferentes, de los cuales 16 se distribuyen la Planicie costera 

del Pacífico, 11 en la cuenca del Río Balsas, nueve en el Istmo de Tehuantepec, cinco en la 

Península de Yucatán ysiete en las islas Tres Marías.  La diversidad haplotípica al interior 

de estos grupos fue alta (0.993—1.0), mientras que la diversidad nucleotídica fue baja 

(0.035—0.005).  El número de alelos por locus varió 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 Cytb 

ni alelos de los microsatétiles entre los grupos, indica que éstos han divergido 

considerablemente.   

Esta divergencia es soportada por los valores del coeficiente de diferenciación.  El FST 

exhibió 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 diferenciación genética alta, como el bandicut rayado 

(Perameles bougainville) o el cuol tigre (Dasyurus maculatus)  cuyos valores del FST 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 Cytb 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 diferenciación genética de los grupos.  Sin embargo, estos grupos retienen gran 

parte de la diversidad genética del género lo que sugiere que existío históricamente flujo 

genético entre ellos.   

 Por otro lado, el análisis en STRUCTURE sugiere no existe una diferenciación 

genética importante entre el grupo de la planicie costera del Pacífico  y el grupo de las islas 

Tres Marías (Fig. 6).  Similar a lo documentado por Taylor et al.  (2004) para la zarigüeya 

australiana (Trichosurus vulpecula), en la cual se encontró 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 Pacífico como en el de las islas 

Tres Marías son similares aunque parte de la variación genética que existe en el grupo de la 

planicie costera del Pacífico se ha perdido en el de las islas Tres Marías, incluyendo los 

alelos raros.  Este hecho sugiere que el grupo genético que se distribuye en las islas se 

fundó partir de una población pequeña que llegó del continente tras un evento de dispersión 

que pudo ocurrir durante un periódo 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; Vázquez-

Domínguez et al. 2012).   

Implicaciones en taxonomía y conservación.—Dado que los cinco grupos han 

divergido significativamente tanto en el DNA mitocondrial como en los microsatélites,  

nuestros datos apoyan la taxonomía actual del género, en donde, se reconocen cinco 

especes: T. sinaloae en la costa del Pacífico, desde Sonora hasta Colima; T.  balsasensis en 

la cuenca del Río Balsas; T. canescens en el Istmo de Tehuantepec;  T. gaumeri en la 

Península de Yucatán; y T. insularis en las islas Tres Marías (Arcangeli et al. 2018) .  

 Por otros lado, los resultados de este trabajo tienen repercusiones imporantes en la 

conservación de Tlacuatzin, quue aunque no se considera en riesgo de extinción, se 

distribuye en la selva baja caducifolia, tanto en el oeste y centro de México como en la 

Península de Yucatán (Voss y Jansa 2003; Hernández-Cardona et al. 2007).  Este 
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ecosistema es biológicamente importante para el sostenimiento de una gran cantidad de 

especies y se distingue por albergar un gran número de mamíferos endémicos, entre los que 

destacan la musaraña sureña (Megasorex gigas), el murciélago platanero ( Musonycteris 

harrisoni), el zorrillo pigmeo (Spilogale pymaea) y los ratones arborícolas (Xenomys 

nelsoni y Osgoodomys banderanus—Ceballos et al. 2002).  Asimismo, la selva baja 

caducifolia es uno de los ecosistemas más amenazados por las actividades antropogénicas  

(Ortega et al. 2009).  De hecho, se estima que el 20% de este ecosistema en la costa del 

Pacífico se ha covertido en agrosistemas o en asentamientos humanos (Trejo 2010).  Sin 

embargo, también existen áreas bien conservadas en el centro y el sur de la distribución de 

Tlacuatzin que incluyen la Reserva de la Biosfera Islas Tres Marías 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 García 1995; 

Buenrostro-Silva et al. 2012). 

Los efectos ecológicos de la transformación y fragmentación del hábitat en 

poblaciones silvestres incluyen la reducción del flujo genético, la cual puede conducir a una 

disminucíon de la varibilidad genética por efecto de la deriva génica (Sánchéz-Mejía 2017).  

Esta disminución puede limitar la capacidad de las especies para evolucionar y adaptarse a 

los cambios ambientales aumentando así la probabilidad de extinción (Firestone et al. 

2000).  Nuestros resultados muestran que los cinco los grupo genéticos que conforman el 

género Tlacuatzin despliegan una diversidad única por lo que las acciones de conservació 

deben estar encaminadas a retener la mayor parte de la variación genétca.  Por lo tanto, el 

establecimiento de áreas protegidas en lugares donde existen grandes remanentes de la 

selva baja cadufolia es esencial para la conservación de este marsupial (Ceballos y 

Valenzuela 2010).  Asimismo, los instrumentos de política ambiental como el 

ordenamiento ecológico del territorio, las unidades de manejo para la conservación de la 

vida silvestre, las normas oficiales o los instrumentos económicos como el pago de 

servicios ambientales pueden favorecer la conservación de las selvas secas a nivel paisaje 

(Ceballos et al. 2010). 

 En conclusión, nuestros resultados indican que Tlacuatzin despliega niveles altos de 

variación genética tanto en el DNA mitocondrial como en los microsatélites, lo cual sugiere 
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que su estado de conservación es bueno.  La diferenciación genética que existe entre los 

grupos sugiere una fuerte estructura poblacional definida definida por la presencia de 

barreras geográficas que limitan el flujo genético entre los grupos.  Nuestros resultados 

apoyan la taxonomía actual del género, en donde, se reconocen cinco especies: T. insularis, 

T. gaumeri, T. sinaloae, T. canescens y T. balsasensi.  Dado que especies dichas despliegan 

una diversidad única el establecimiento de reservas que protejan las selvas secas y la 

aplicación de instrumentos políticos y económicos son esenciales para la coservación de 

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

cinco clados genéticos del género Tlacuatzin.  N, tamaño de la muestra; H, número de 

haplotipos detectados; h, diversidad haplotípica; π, diversidad nucleotídica. 

Clado N H h π 

Planicie costera del Pacífico 17 16 0.993 ± 0.023 0.035 ± 0.003 

Cuenca del Río Balsas 12 11 0.985 ± 0.040 0.019 ± 0.002 

Istmo de Tehuantepec 9 9 1.0 ± 0.052 0.009 ± 0.001 

Península de Yucatán 5 5 1.0 ± 0.126 0.005 ± 0.001 

Islas Tres Marías 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 l 0.05).  DSC, desviación de la suma de cuadrados; 

R, Índice de Harpending (raggedness). 

 Clado  D Fs DSC R 

Planicie costera del Pacífico 0.727 -1.213 0.01072 0.01660 

Cuenca del Río Balsas 0.040 -0.830 0.02447 0.04201 

Istmo de Tehuantepec -0.289       -2.489 0.01558 0.03704 

Península de Yucatán -1.015 -1.011 0.08578 0.16000 

Islas Tres Marías -0.320 -1.573 0.05807 0.09056 

Total 0.381 -9.402 0.00317 0.00183 

 

 

 



74 

 

Cuadro 3.—Análisis de varianza molecular efectuado para cinco clados filogenéticos del 

género Tlacuatzin utilizando secuencias del gen citocromo-b.  FST, coeficiente de 

diferenciación.  p, probabilidad. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Componente de 
la varianza 

Porcentaje de 
variación (%) 

Entre clados 
genéticos 

4 988.146 23.07786 Va 64.93 

Entre poblaciones 
dentro de los 
clados genéticos 

33 510.849 11.04869 Vb 31.09 

Dentro de las 
poblaciones 

13 18.417 1.41667 Vc 3.99 

Total 50 1517.412 35.54322  

FST = 0.96014, p = 0.000 

 

 
Cuadro 4.—Valores del coeficiente de diferenciación (FST) obtenidos de la comparación 

pareada entre clados filogenéticos del género Tlacuatzin.  Los valores en negritas muestran 

diferencias significativas (p = 0.05).   

Clado Planicie costera 
del Pacífico 

Cuenca del 
Rio Balsas 

Istmo de 
Tehuantepec 

Península 
de Yucatán 

Islas Tres 
Marías 

Planicie costera 
del Pacífico 

-     

Cuenca del Rio 
Balsas 

0.476 -    

Istmo de 
Tehuantepec 

0.670 0.770 -   

Península de 
Yucatán 

0.587 0.724 0.809 -  

Islas Tres 
Marías 

0.443 0.751 0.908 0.928 - 
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Cuadro 6.— Análisis de varianza molecular efectuado para cinco clados filogenéticos del 

género Tlacuatzin utilizando 12 microsatélites.  FST, coeficiente de diferenciación; p, 

probabilidad. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Componente de 
la varianza 

Porcentaje de 
variación (%) 

Entre clados 
genéticos 

4 307078.702 3579.49418 Va 79.13 

Entre poblaciones 
dentro de los 
clados genéticos 

34 67722.381 648.64544 Vb 14.34 

Dentro de las 
poblaciones 

69 20373.167 295.26329 Vc 6.53 

Total 107 395174.250 4523.40291  

FST = 0.93473, p = 0.000 

 

Cuadro 7.—Valores de los coeficientes de diferenciación, FST (debajo de la diagonal) y RST 

(arriba de la diagonal), obtenidos de la comparación pareada entre clados genéticos del 

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

  Clado Planicie costera 
del Pacífico 

Cuenca del 
Rio Balsas 

Istmo de 
Tehuantepec 

Península 
de Yucatán 

Islas Tres 
Marías 

Planicie costera 
del Pacífico 

- 0.772 0.924 0.955 0.304 

Cuenca del Rio 
Balsas 

0.172 - 0.634 0.824 0.724 

Istmo de 
Tehuantepec 

0.237 0.189 - 0.855 0.951 

Península de 
Yucatán 

0.256 0.255 0.262 - 0.978 

Islas Tres 
Marías 

0.107 0.176 0.267 0.299 - 
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Cuadro 8.—Número de migrantes por generación estimado entre clados filogenéticos del 

género Tlacuatzin.  Las estimaciones fueron realizadas con los valores del coeficiente de 

diferenciación (FST). 

Clado Planicie costera 
del Pacífico 

Cuenca del 
Rio Balsas 

Istmo de 
Tehuantepec 

Península 
de Yucatán 

Islas Tres 
Marías 

Planicie costera 
del Pacífico 

-     

Cuenca del Rio 
Balsas 

1.203 -    

Istmo de 
Tehuantepec 

0.805 1.073 -   

Península de 
Yucatán 

0.727 0.730 0.704 -  

Islas Tres 
Marías 

2.087 1.170 0.686 0.586 - 
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APÉNDICE II 

Primers utilizados para la amplificación 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 amplificación: 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 GCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATG 

MVZ04 GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC 

MVZ05 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 

MVZ06 GCTGTGTCTGATGTGTAGTGTAT 

MVZ10 TATGAGCCGTAGTARAKKCCTC 

MVZ14 GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC 

MVZ16 AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 

MVZ17 ACCTCCTAGGAGAYCCAGAHAAYT 

MVZ23 TACTCTTCCTCCACGAAACJGGNTC 

MVZ26 AGATCTTTGATTGTGTAGTAGGGGT 

MVZ45 ACJACHATAGCJACAGCATTCGTAGG 
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APÉNDICE III 

Primers utilizados para la amplificación de 12 microsatélites en muestras del género 

Tlacuatzin, secuencia repetida del microsatélite, tamaño de los alelos y temperatura de 

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

 

Microsatélite Secuencia de los primers (5’→3’) Secuencia T (°C) 

Tlacu119 F GAAGTTAAATAGTAAACTGTCCTGCCC      
R GCCTGACACAGAGTAGCTTGC 

AAAG(72) 56 

Tlacu151 FGGTCATGAGCTTTGTCAATTTAGG 
R GGAAACAGAAGCCAGGAGAGG 

ATCT(64) 60 

Tlacu169 F GCATTTATGAAAGCAGAGACAAAGC 
R AAGTGGGTTTGAGAGGCCC 

ATCT(60) 60 

Tlacu193 F TTGACAGCTATATGGTTCTACAAACTTGC 
R ATACAGCATGGATTCCAAGGTAGG 

AAAG(56) 56 

Tlacu227 F CATTCCTCCACCCTTCCC 
R GAGCTCGGCACTGATTGG 

TTCC(52) 60 

Tlacu311 F ACCCTCCCTAGAATGGGAGC 
R TGAATCTCAGTGACCTGACATCG 

ATAC(44) 60 

Tlacu413 F TGTTGTTGTTAAGGACTGTGGC 
R CAAACTGTCTCTCCACCTCCC 

ATCT(40) 58 

Tlacu506 F AAGCATGTTGGGTTTGGAGC 
R CACACATATCTCCTGGGTGTTCC 

ATAC(36) 60 

Tlacu530 F GGAACAGTGACAAACTGTGTGTATCC 
R GCTCTAGTTCTTTATCCATGGTGCC 

TCTG(32) 60 

Tlacu575 F CTCAGGGAATGGAGTTTGGG 
R TTTGTGCTAGATTTGTGGTTGC 

AAAC(32) 60 

Tlacu670 F ACAGGCCACACCAATGAGG 
R TGGAGAGCAGAAGAGTTGG 

AGGG(28) 58 

Tlacu730 F GGATGGATAGACAGATGGGC                       
R GAAATGCTAAATTTCTATCAGTGGC 

ATCT(28) 60 
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APÉNDICE 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) están marcados con un asterisco (*). 

Locus/Alelo Planicie 
costera del 

Pacífico 

Cuenca del 
Río Balsas 

Istmo de 
Tehuantepec 

Península de 
Yucatán 

Islas Tres 
Marías 

Tlacu119      
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 

Tlacu151      
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 0 0 0 0.800 0 
232 0.139 0 0 0 0.188 
236 0.083* 0 0 0 0.188 
240 0.139 0 0 0 0.250 
244 0.417 0 0 0 0.375 
248 0.194 0 0 0 0 
252 0.028* 0 0 0 0 

Tlacu169      
112 0 0 0 0.400 0 
116 0 0 0 0.500 0 
120 0 0 0 0.100 0 
128 0 0 0.050* 0 0 
132 0 0 0.350 0 0 
136 0 0.077* 0.400 0 0 
140 0 0 0.200 0 0 
152 0 0.115 0 0 0 
156 0 0.231 0 0 0 
160 0 0.192 0 0 0 
164 0 0.192 0 0 0 
168 0 0.192 0 0 0 
172 0.083* 0 0 0 0.563 
176 0.222 0 0 0 0.250 
180 0.333 0 0 0 0.188 
184 0.083* 0 0 0 0 
188 0.056* 0 0 0 0 
192 0.139 0 0 0 0 
196 0.083* 0 0 0 0 

Tlacu193      
208 0 0 0 0.400 0 
212 0 0 0 0.200 0 
216 0 0 0 0.400 0 
220 0 0.038* 0.200 0 0 
224 0 0.038* 0.150 0 0 
232 0 0 0.300 0 0 
236 0 0 0.250 0 0 
240 0 0 0.050* 0 0 
244 0 0 0.050* 0 0 
268 0 0.346 0 0 0 
272 0 0.231 0 0 0 
276 0 0.269 0 0 0.563 
280 0.361 0.077* 0 0 0.125 
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284 0.250 0 0 0 0.250 
288 0.167 0 0 0 0.063* 
292 0.167 0 0 0 0 
296 0.056* 0 0 0 0 

Tlacu227      
112 0 0 0 0.400 0 
116 0 0 0 0.400 0 
120 0 0 0 0.200 0 
132 0 0 0.350 0 0 
136 0 0.077* 0.450 0 0 
140 0 0 0.050* 0 0 
144 0 0 0.150 0 0 
152 0 0.308 0 0 0 
156 0 0.308 0 0 0.250 
160 0 0.269 0 0 0.375 
164 0.194 0.038* 0 0 0.375 
168 0.528 0 0 0 0 
172 0.250 0 0 0 0 
176 0.028* 0 0 0 0 

Tlacu311      
228 0 0 0 0.300 0 
232 0 0 0 0.300 0 
236 0 0 0 0.300 0 
240 0 0 0 0.100 0 
244 0 0 0.200 0 0 
248 0 0 0.500 0 0 
252 0 0.346 0.300 0 0 
256 0 0.385 0 0 0.063* 
260 0 0.269 0 0 0.313 
264 0.250 0 0 0 0.375 
268 0.306 0 0 0 0.250 
272 0.222 0 0 0 0 
284 0.083* 0 0 0 0 
288 0.111 0 0 0 0 
292 0.028* 0 0 0 0 

Tlacu413      
132 0 0 0 0.500 0 
136 0 0 0 0.500 0 
140 0 0.038* 0 0 0 
144 0 0.038* 0.250 0 0 
148 0 0 0.350 0 0 
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152 0 0.154 0.300 0 0 
156 0 0.423 0.100 0 0 
160 0.222 0.346 0 0 0.375 
164 0.278 0 0 0 0.375 
168 0.306 0 0 0 0.250 
176 0.139 0 0 0 0 
180 0.056* 0 0 0 0 

Tlacu506      
292 0 0 0 0.100 0 
296 0 0 0 0.600 0 
300 0 0 0.300 0.300 0 
304 0 0.385 0.400 0 0 
308 0 0.154 0.300 0 0 
312 0 0.462 0 0 0 
316 0.389 0 0 0 0.313 
320 0.444 0 0 0 0.313 
324 0.083* 0 0 0 0.375 
328 0.056* 0 0 0 0 
332 0.028* 0 0 0 0 

Tlacu530      
228 0 0 0 0.300 0 
232 0 0 0 0.100 0 
236 0 0 0 0.500 0 
240 0 0 0 0.100 0 
244 0 0.038* 0.350 0 0 
248 0 0.038* 0.450 0 0 
252 0 0.231 0.100 0 0 
256 0.250 0.308 0.100 0 0 
260 0.250 0.308 0 0 0 
264 0.278 0.072 0 0 0.563 
268 0 0 0 0 0.375 
272 0.056* 0 0 0 0.063* 
276 0.028* 0 0 0 0 
280 0.111 0 0 0 0 
288 0.028* 0 0 0 0 

Tlacu575      
192 0 0 0 0.300 0 
196 0 0 0 0.500 0 
200 0 0 0.050 0.200 0 
204 0 0 0.350 0. 0 
208 0 0 0.400 0 0 
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212 0 0.167 0.050* 0 0.250 
216 0.167 0.154 0 0 0.500 
220 0.250 0.231 0 0 0.250 
224 0.389 0.115 0 0 0 
228 0.056* 0.077* 0 0 0 
232 0.056* 0.231 0 0 0 
236 0.083* 0.077* 0 0 0 

Tlacu670      
148 0 0 0 0.200 0 
152 0 0 0 0.300 0 
156 0 0 0 0.300 0 
160 0 0 0.100 0.100 0 
164 0 0 0.200 0 0 
168 0 0 0.400 0.100 0 
172 0 0.038* 0.050* 0 0 
176 0.278 0.346 0.200 0 0.250 
180 0.083* 0.346 0.050* 0 0.500 
184 0.194 0.192 0 0 0.188 
188 0.306 0.077* 0 0 0.063* 
192 0.056* 0 0 0 0 
196 0.028* 0 0 0 0 
212 0.056* 0 0 0 0 

Tlacu730      
312 0 0 0 0.100 0 
316 0 0 0 0.600 0 
320 0 0 0 0.100 0 
324 0 0 0.250 0.200 0 
328 0 0 0.250 0 0 
332 0 0.077* 0.400 0 0 
336 0 0 0.100 0 0.375 
340 0.056* 0.077* 0 0 0.375 
344 0.333 0.269 0 0 0.188 
348 0.278 0.231 0 0 0.063* 
352 0.167 0.192 0 0 0 
356 0.028* 0.154 0 0 0 
360 0.083* 0 0 0 0 
372 0.056* 0 0 0 0 
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APÉNDICE VII 

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

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

Muestras Grupo a 
priori 

Grupo a posteriori 

  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 
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25 2 0.002 0.001 0.994 0.001 0.001 

26 2 0.004 0.002 0.029 0.964 0.001 

27 2 0.020 0003 0.975 0.001 0.001 

28 2 0.002 0.001 0.994 0.001 0.001 

29 2 0.002 0.001 0.994 0.001 0.001 

30 2 0.003 0.002 0.992 0.002 0.001 

31 2 0.002 0.001 0.994 0.002 0.001 

32 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.001 

33 3 0.001 0.001 0.002 0.995 0.001 

34 3 0.002 0.002 0.150 0.845 0.002 

35 3 0.004 0.001 0.002 0.992 0.001 

36 3 0.001 0.001 0.001 0.994 0.002 

37 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.001 

38 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.001 

38 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.001 

40 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.001 

41 3 0.001 0.001 0.001 0.995 0.002 

42 4 0.001 0.001 0.001 0.002 0.995 

43 4 0.001 0.001 0.001 0.303 0.694 

44 4 0.001 0.001 0.001 0.002 0.995 

45 4 0.001 0.001 0.001 0.001 0.995 

46 4 0.001 0.001 0.001 0.001 0.996 

47 5 0.994 0.001 0.002 0.001 0.001 

48 5 0.994 0.001 0.003 0.001 0.001 

49 5 0.993 0.002 0.003 0.001 0.001 

50 5 0929 0.009 0.058 0.002 0.002 

51 5 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001 

52 5 0.992 0.001 0.003 0.002 0.001 

53 5 0.994 0.002 0.002 0.001 0.001 

54 5 0.994 0.001 0.003 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 Pacífico; c) 
Cuenca del Río Balsas; d) Istmo de Tehuantepec; e) Península de Yucatán; f) islas Tres 
Marías.  La línea punteada corresponde a la distribución observada y la línea sólida la 
distribución esperada.
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Figura 3.—Correlación entre la distancia genética y la distancia geográfica de 51 
ejemplares del género Tlacuatzin.   La línea punteada representa la tendencia en la 
dispersión de las muestras (r = 0.797, p = 0.000). 

 

Figura 4.—Red de haplotipos del género Tlacuatzin conformada por 5 grupos: I, Planicie 
costera del Pacífico (azul); II, Cuenca del Río Balsas (amarillo); III, Istmo de Tehuantepec 
(verde); IV, Península de Yucatán (morado); V, islas Tres Marías (rojo).  Las líneas 
conectan a cada haplotipo y los números sobre estas muestran el número de cambios.  Los 
círculos blancos representan los haplotipos no muestreados. 
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Figura 5.—Número de alelos encontrados en cinco clados filogenéticos del género 
Tlacuatzin.  Total de alelos (verde); Alelos privados (amarillo); Alelos raros (rojo).  
 
 
 
 
 

 
Figura 6.—Análisis 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 Pacífico; 2, Cuenca del Río Balsas; 3, Istmo de Tehuantepec; 4, Península de 
Yucatán; 5, Islas Tres Marías.     
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CAPÍTULO IV 

DNA barcoding of Mexican marsupials (Mammalia: Didelphimorphia) 

Manuscrito en extenso para ser sometido a la Revista de Biología Tropical
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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 (CoxI) 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: CoxI, 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; Ramírez-Pulido, González-Ruiz, Gardner & Arroyo-Cabrales, 

2014).  These marsupials are commonly named “opossums” and occupy almost the entire 

country, except the Península 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; Vázquez, 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-Piña & 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 (Guzmán-Cornejo, García-Prieto, Acosta-Gutiérrez, Falcón-Ordaz & León-

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; Ramírez-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 (CoxI) 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 CoxI 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 (NaCl2 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 (CoxI) was 

amplified through the polymerase chain reaction (PCR).  Amplifications were performed in 

a thermocycler (Maxygene Gradient Thermal Cycler) and carried out in a 25 µl volume 

containing 50 ng of DNA, 0.4 mM each primer, 0.2 mM each dNTP, 1x PCR buffer, 2.5 

mM MgCl2, 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_t1 and FR1d_t1) from Ivanova, Zemlak, Hanner & Hebert (2007; Table 1).  

For degraded skin snips, the Cox I gene was amplified using multiple primer pairs 

following León (2013; Table 1).  Primer combination were as follows: VF2_t1/COIR3, 

COIF3/COIR2, and MneIR2/FR1d_t1.  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 IB 
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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-Hernández 1984, Marmosa. murina Linnaeus 1758, 

Marmosa waterhousei Tomes 1860, Monodelphis americana (Müller 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 CoxI 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 

México (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 Panamá, two more for its distribution in Brazil and 

Ecuador, and another one for Suriname.  The haplotypes of T. 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 Panamá, 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% ( = 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 CoxI 

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 Península de Yucatán 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 (Ramírez-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 Cytb 

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. o. 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 T. canescens was 

from 1.2 to 5.3%.  These values are similar to those reported for this opossum using Cytb 

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; González, Ornelas & Gutierrez-Rodríguez, 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: T. c. canescens, T. c. gaumeri and T. c. 

insularis (Ramírez-Pulido et al., 2014). The fourth haplogroup is consistent win sinaloae, a 

synonym of T. 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 T. 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 (Guzmán-Cornejo et al. 

2012; Acosta-Virgen, López-Caballero, García-Prieto & Mata-López, 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 (Ramírez-Pulido et al., 2014).  Therefore, it is important 



111 

 

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 CoxI 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 CoxI 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 

Código 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 morfología 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 

taxonómica y su ocurrencia en México y para proporcionar información para conservar 

estas especies.  Una alternativa reciente para la identificación de especies es el uso de los 

códigos 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 códigos de barras.  Se obtuvieron 36 secuencias del gen  CoxI de 

tlacuaches mexicanos, las cuales se compararon a través del algoritmo del vecino más 

cercano (NJ) utilizando el modelo de sustitución de nucleótidos dos parámetros de Kimura.  

Este análisis incluyo secuencias de otros diez marsupiales didélfidos con fines 

comparativos y dos secuencias de mamíferos placentados para enraizar el árbol.  El árbol 

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 intraespecífica 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 

interespecífica fue mayor y varió de 2.5 a 21.9%.  Estos resultados demuestran que los 

códigos de barras de DNA son herramientas útiles para documentar las diferencias 

genéticas entre las nueve especies de marsupiales mexicanos y por lo tanto, pueden ser 

utilizadas para caracterizarlos molecularmente para su identificación taxonómica.  Esta 

información será valiosa para fines de conservación. 

Palabras clave: CoxI, Didelphidae, distancia genética, identificación taxonómica, 

mamíferos, tlacuaches.  
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TABLE 1. 

Primers used to amplify the cytochrome oxidase subunit I (CoxI) 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 León (2013).   

  

Primer Sequence 5’→3´ 

VF2_t1 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
bootstrap support (1 000 replicates).

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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DISCUSIÓN 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 mastozoológica Neotropical 

después de roedores y quirópteros (Catzeflis et al. 1997).  Frente a tal diversidad, la 

ausencia de estudios sobre límites sistemáticos y diagnosis apropiadas ha dificultado el 

entendimiento de las relaciones filogenéticas de los didelfimorfios (Voss y Jansa 2003).  

Sin embargo, la taxonomía de este grupo ha sido muy dinámica en los últimos años debido 

a la descripción de nuevas especies y a la separación de taxones politípicos (Agrizzi et al. 

2012).  Asimismo, revisiones sistemáticas relativamente recientes han traído como 

resultado la descripción de nuevos géneros, como Tlacuatzin, Chacodelphys y Cryptonanus 

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

Tlacuatzin es un género monotípico endémico de México cuya biología ha sido 

escasamente estudiada (Zarza et al. 2003).  Este marsupial se caracteriza por un pelaje 

dorsal de color gris con una máscara 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 desconocían la diversidad que pudieran tener las poblaciones de este 

ratón tlacuache gris (T. canescens) y, por lo tanto, las implicaciones que esta información 

pudiera tener en relación a su taxonomía y conservación.  Este trabajo aportó información 

relevante en este sentido ya que se evaluó la variación morfológica y genética de este 

marsupial, a lo largo de su distribución geográfica empleando análisis filogenéticos, 

morfométricos y de genética de poblaciones.  La información obtenida por estos tres 

enfoques reveló que este taxón presenta una amplia variación, la cual es consistente con un 

patrón biogeográfico típico de especies con poca vagilidad, amplia distribución y en donde, 

existe la formación de haplogrupos y la presencia de alopatía (Hernández-Romero 2016).   

Nuestros datos indican que ese patrón no es concordante con la taxonomía actual del 

género (sensu Ramírez-Pulido et al. 2014); en donde Tlacuatzin está representado por una 

sola especie, T. canescens con tres subespecies reconocidas: T. c. canescens, T. c. gaumeri 

y T. c. insularis; y por lo tanto, se propusieron cambios taxonómicos.  Un caso similar lo 

representa el ratón tlacuache mexicano (Marmosa mexicana) que recientemente fue 
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dividido en dos especies con base en evidencia molecular y morfológica (Rossi et al. 2010; 

Ramírez-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 patrón de ancestría-descendencia y tienen una historia evolutiva en 

común (Agapow et al. 2004), el género Tlacuatzin está conformado por cinco clados bien 

diferenciados, tanto molecular como morfológicamente; dichos clados son consistentes con 

áreas geográficas discretas: 1) Islas Tres Marías, 2) Planicie costera del Pacífico, 3) Cuenca 

del Río Balsas, 4) Istmo de Tehuantepec y 5) Península de Yucatán.  Estos grupos están 

delimitados por la presencia de barreras geográficas como la Faja Volcánica 

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 

mamíferos pequeños (Sullivan et al. 1997; León-Paniagua et al. 2007).  De tal manera, 

estos clados presentan historias evolutivas diferentes ya que habitan en regiones 

geográficas aisladas y por lo tanto están sujetas a condiciones ambientales distintas, lo que 

se ve reflejado tanto en la morfología como en su variación genética (Campos 2005; 

Espinoza et al. 2011).   

La evidencia molecular generada reveló que existía una divergencia genética alta 

entre los clados, tanto para el gen citocromo-b (Cytb) 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 código de barras de DNA, cada clado podría representar un taxón 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 hipótesis de que el género Tlacuatzin incluye varios 

taxones (Knowles y Cartens 2007; Frankham et al. 2010).  En contraste, la diferenciación 

morfológica de estos clados no es tan clara ya que los análisis morfométricos no lograron 

separarlos por completo.  Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en el arco 

cigomático, los molares y las bullas timpánicas que pueden ayudar a distinguirlos. 

  Por lo tanto, la evidencia molecular y morfológica examinada contribuye al 

reconocimiento de T. gaumeri, T. insularis y T. sinaloae como especies válidas.  Además, 
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estos análisis ponen de manifiesto el descubrimiento de un nuevo taxón, T. balsasensis o 

ratón tlacuache del Balsas (Fig. 6), cuya descripción se caracteriza por identificar a la 

especie más grande dentro del género (LT = 248.4 ± 28.9 mm).  Asimismo, este taxón se 

distingue por tener un cráneo largo y ancho (CBL = 31.7 ± 2.8 mm and ZB = 18.3 ± 2.2 

mm) y una coloración café que no muestra el patrón gris distintivo del género (Arcangeli et 

al. 2018).  Con estos cambios taxonómicos se incrementó de 1 a 5 el número de especies 

formalmente reconocidas dentro del género, y en consecuencia el número de taxones 

clasificados dentro del Orden Didelphimorphia que se distribuyen en México también 

aumentó de 9 a 13.    

 

Figura 6.  Ratón tlacuache del Balsas (Tlacuatzin balsasensis) colectado en Iguala, 
Guerrero, México (fotografía: Lázaro Guevara). 

Con respecto a las relaciones filogenéticas entre Tlacuatzin y los géneros Marmosa y 

Monodelphis, los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipótesis de que Tlacuatzin 

es el grupo hermano del clado conformado por Marmosa y Monodelphis (Voss y Jansa 

2009).  En contraste, el análisis morfológico muestra que Tlacuatzin y Marmosa son muy 

similares, aunque se pueden diferenciar por el tamaño ya que Tlacuatzin es más pequeño 

(Zarza et al. 2003).  Asimismo, estudios citogenéticos previos soportan la hipótesis de que 

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

(Svartman 2009).   

Por otro lado, el análisis de la variación genética del gen Cytb permite inferir como 

fue el proceso de diversificación del género Tlacuatzin en México.  Los análisis 

demográficos sugirieren que la variación genética presente en este taxón se originó como 

consecuencia de crecimiento poblacional rápido a partir de un tamaño efectivo de población 

pequeño (Avise 2000; Ashfaq et al. 2014).  Asimismo, el análisis de tiempos de divergencia 

sugirió que este cuello de botella es consecuencia de los ciclos de contracción y de 

expansión de la distribución de este taxón durante los cambios climáticos que ocurrieron 

durante el Pleistoceno, similar a lo encontrado en otros vertebrados terrestres (Barber y 

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

Similarmente, el análisis de la diversidad expresada por los microsatélites permitió 

identificar las poblaciones que podrían encontrase en alguna categoría de riesgo de 

extinción, lo cual favorecerá al establecimiento de estrategias para su conservación.  Los 

análisis revelaron que a nivel de género Tlacuatzin presenta una diversidad genética alta 

(11—19 alelos por microsatélite y una HE = 0.67—0.76), mayor a la observada en la 

mayoría 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 análisis filogenético.  Asimismo, se identificaron 

como poblaciones en riesgo las que se distribuyen tanto en la Península de Yucatán como 

en las Islas Tres María ya que presentaron los niveles de diversidad más bajos (3.5 alelos 

por microsatélite y HE = 0.672 y 0.688, respectivamente).  Sin embargo, las poblaciones 

presentes en las Islas Tres Marías podrían ser las que se encuentran en mayor riesgo ya que 

al presentar una distribución muy restringida los efectos de la destrucción de su hábitat por 

actividades antropogénicas podrían ser mayores.  De hecho, Wilson (1991) observó que las 

poblaciones de este marsupial habían mermado como consecuencia de la introducción de 

fauna exótica (perros y gatos) a las islas.   

Un complemento importante que ayuda a delimitar y  reconocer la presencia de más 

de una especie en el género Tlacuatzin es el uso del código 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 México; 2) identificar correctamente especies 

morfológicamente similares, como D. virginiana y D. marsupialis y 3) identificar especies 

cripticas, como T. balsasensis.   

Por último, los resultados de esta investigación incrementan el número de especies de 

mamíferos terrestres registradas para México de 496 a 499, agregando 4 taxones endémicos 

(Ramírez-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 

mastozoológicas de México y Estados Unidos de América pone de manifiesto la 

importancia de las colecciones biológicas en el estudio de la biología evolutiva de los 

organismos, ya que en muchos casos será difícil regresar a las localidades originales de 

donde se extrajeron los ejemplados colectados (Esteva 2011).    

De igual forma, este trabajo tiene implicaciones importantes en la conservación de 

Tlacuatzin, que aunque éste no se considera como en peligro de extinción, se distribuye en 

la selva baja caducifolia cuya cobertura en el territorio es menor al 4% y es uno de los 

ecosistemas más 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 mamíferos de nuestro país, especialmente los 

miembros del Orden Didelphimorphia cuya biología ha sido escasamente estudiada.   

CONCLUSIONES 

La evidencia presentada en este trabajo aportó información relevante sobre la 

variación morfológica y molecular de género Tlacuatzin, la cual repercutió directamente en 

la taxonomía del mismo.  Asimismo,  el análisis de esta variación con diferentes 

herramientas permitió conocer el proceso de diversificación de este marsupial e identificar 

las poblaciones que podrían estar en riesgo de extinción.  Por lo tanto, se logró el objetivo 

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