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Resumen. En especies de amplia distribucion, como Didelphis marsupialis y Didelphis virginiana, se predicen tamafios
poblacionales grandes, alta diversidad y poca diferenciacion genética. En este estudio se estimoé la abundancia relativa
de D. marsupialis y D. virginiana mediante la captura de organismos en la region de Los Altos y la Depresion Central
de Chiapas. Se estim6 también la diversidad y estructura genética a partir de 7 loci microsatélites. La abundancia
relativa fue baja, entre 0.008-0.06 individuos trampas noches y la mayor incidencia de tlacuaches se observo en la
Depresion Central. La proporcion de sexos se ajusto significativamente a la relacion 1:1 en ambas especies. La mayor
diversidad genética se registro en la Depresion Central en D. virginiana (H,= 0.58) con altos niveles de endogamia. Se
observo diferenciacion genética moderada entre las especies (F;= 0.13) y minima entre poblaciones de cada especie
(Fg=0.01). A pesar de que los valores de diversidad genética fueron moderados, D. marsupialis y D. virginiana tienen
abundancias relativas bajas con altos niveles de endogamia, lo que puede tener consecuencias negativas a futuro sobre
la variabilidad genética de estas especies en las poblaciones estudiadas.

Palabras clave: tlacuaches, estructura poblacional, microsatélites, loci, heterocigosidad, variacion genética, estructura

genética.

Abstract. In wide distribution species, as D. marsupialis and D. virginiana, large population sizes, high diversity and
little genetic differentiation are predicted. In this study, the relative abundance of D. marsupialis and D. virginiana
by capturing organisms in the Highlands and the Central Depression regions, in Chiapas, was estimated. Also the
diversity and structure genetic from 7 microsatellite loci were estimated. The relative abundance was low (between
0.008-0.06 individuals traps nights) and the highest incidence of opossums was observed in the Central Depression.
The sex ratio was significantly adjusted to the relation 1:1 in both species. The greater genetic diversity was recorded
in the Central Depression in D. virginiana (H,= 0.58), with high levels of inbreeding. Genetic differentiation moderate
was observed between species (F= 0.13) and minimum among populations of each species (F,= 0.01). Although the
values of genetic diversity were moderate, D. marsupialis and D. virginiana have low abundances with high levels
of inbreeding, which may have negative consequences in the future on the genetic variability of these species in the

studied populations.

Key words: opossums, population structure, microsatellites, loci, heterozygosity, genetic variation, genetic structure.

Introduccion

Las poblaciones presentan variacion en tamarfio,
densidad y distribucién en escalas tanto temporales
como espaciales (Maurer, 2000; Hey y Machado, 2003).
A escala espacial local los patrones de distribucion
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estan determinados principalmente por competencia,
depredacion, disponibilidad de recursos alimenticios
y de refugios, mientras que a escala regional también
intervienen la migracion, dispersion y extincion (Steiner
y Catzeflis, 2004; Stropp et al., 2009). Los cambios en
tamafio y distribucion de las poblaciones influyen, a su
vez, en los patrones y niveles de diversidad genética
(Véazquez-Dominguez et al., 2012).
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Los marsupiales son mamiferos considerados
ancestrales, ya que en el Cretacico superior y principios
del Cenozoico tuvieron una notable radiacion adaptativa,
sobre todo en cuanto a habitos alimenticios y caracteristicas
morfologicas en Australia y parte del continente
Americano, dando lugar a los mamiferos placentarios
(Clemens, 1968). En México se distribuyen 8 especies
de marsupiales, dentro del orden Didelphimorphia, en 7
géneros (Marmosa, Tlacuatzin, Caluromys, Chironectes,
Didelphis, Metachirus y Philander) (Medina-Romero et
al., 2012). De ellos, el género Didelphis es uno de los
mas ampliamente distribuidos (Sunquist et al., 1987), con
2 especies: D. virginiana 'y D. marsupialis (Ringier, 1961;
Gardner, 1973; Sunquist et al., 1987). Estas especies son
consideradas generalistas (Cabello, 2006), oportunistas y
exitosas, capaces de habitar distintos ambientes, incluso
con incidencia de perturbaciones antropogénicas (Sunquist
etal., 1987; Adler et al., 1997). Los individuos son capaces
de desplazarse a grandes distancias en poco tiempo y pueden
cambiar de habitos alimenticios con relativa facilidad, lo
que probablemente ha ayudado a que las especies ocupen
grandes areas en su distribucion geografica (Ringier, 1961;
Gardner, 1973; Sunquist et al., 1987). Las hembras no
dan atencion individual a las crias y tienen 2 camadas
por ailo hasta con 13 crias por camada (MacManus, 1970,
1974).

Los patrones de distribucion, habitos alimenticios, alta
capacidad de reproduccion y resistencia o flexibilidad a
perturbaciones antropogénicas de D. marsupialis y D.
virginiana, permiten suponer que son especies cuyas
poblaciones son relativamente grandes y con poca
diferenciacion genética. Sin embargo, no se ha estudiado
su diversidad genética ni su dindmica demografica en
Meéxico. Se conocen aspectos generales, su taxonomia,
comportamiento y habitos alimenticios y relaciones
filogenéticas (Ceballos y Oliva, 2005; Medina-Romero
et al., 2012). En otros paises se han estudiado aspectos
poblacionales (Tyndale-Biscoe y MacKenzie, 1976;
Holmes, 1991; Adler et al., 1997; Gehrt et al., 1997,
Caceres y Monteiro-Filho, 1998; Kelly y Caro, 2003;
Cabello, 2006), influencia del paisaje y el efecto de
variables microclimaticas en su supervivencia (MacManus,
1971; Fleck y Harder, 1995; Gehrt et al., 1997; Orjuela
y Jiménez, 2004; Kanda et al., 2005); la relacion de
la estructura del habitat, abundancia de recursos y
areas urbanas con la abundancia (Lambert et al., 2005;
Markovchick-Nicholls et al., 2007) y sobre filogeografia
de 5 especies de la Region de Guayana (Steiner y Catzeflis,
2004).

En el presente estudio se explor6 el tamafio poblacional
de D. marsupialis y D. virginiana en México, asi como la
diversidad y estructura genética. Los objetivos especificos

fueron: i) estimar la abundancia relativa, proporcion de
sexos, peso y talla de los individuos de las 2 especies en
las poblaciones de Los Altos y la Depresion Central de
Chiapas y ii) determinar la diversidad genética y el grado
de diferenciacion genética intra e interespecifica.

Materiales y métodos

Area de estudio. El estudio se realizd en 2 regiones
de Chiapas, en Los Altos y la Depresion Central. Se
eligieron estas 2 regiones dado que ambas especies son
relativamente abundantes (Naranjo et al., 2005). Estas 2
regiones son espacialmente contiguas y representan una
superficie geografica amplia (Rangel-Salazar et al., 2005;
Rodiles-Hernandez, 2005), por lo que permiten incluir un
intervalo adecuado de variacion en parametros climaticos,
precipitacion, temperatura, humedad, suelo; de asociaciones
vegetales y areas de cultivo activas o abandonadas
(Gonzalez-Espinosa et al., 2005, 2006). Lo anterior es
importante porque dichas variaciones ambientales pueden
determinar la estructura poblacional o demografica de
Didelphis (Adler et al., 1997; Caceres y Monteiro-Filho,
1998), lo que a su vez influye en la diversidad genética.
De esta manera, se incrementd la probabilidad de tener
poblaciones grandes y con una distribucion geografica
amplia de Didelphis.

En la Depresion Central de Chiapas se ubicé un sitio de
muestreo en el cerro Coquelexquitzan (CC), al sureste del
municipio de Tuxtla Gutiérrez (Cuadro 1). La vegetacion
predominante es selva baja caducifolia, con temperatura
media anual de 20 a 29° C, con una estacién de secas,
noviembre-mayo, y otra de lluvias, junio-octubre, con una
precipitacion media anual de 922 mm.

En Los Altos de Chiapas se ubicaron 5 sitios de
muestreo: i) Reserva Bioldgica Cerro Huitepec (HU); ii)
Amatenango del Valle (AV); iii) Villa de las Rosas (VR),
Corral de Piedra (CP) y iv) Reserva Biologica Moxviquil
(MO) (Cuadro 1). La vegetacion que predomina en los
sitos son asociaciones de pino-encino, en diferentes
estados sucesionales. El bosque mas viejo se encuentra en
HU (> 40 afios) (Ramirez-Marcial et al., 2001). En MO son
bosques que desde hace 15 afios dejaron de ser explotados
intensivamente, desde entonces estan en un proceso de
regeneracion natural, aunque en algunas zonas persiste la
extraccion de lefia (Gonzélez et al., 2012). VR, CP y AV
son sitios con bosques perturbados por la extraccion de
lefia y productos no maderables, y también hay areas que
han sido convertidas en cultivos y pequefios asentamientos
humanos (B. Cruz-Salazar, obs. pers.). Se considerd la
diferencia en el numero de sitios de muestreo en cada
region para el analisis e interpretacion de resultados
obtenidos.
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Cuadro 1. Condiciones ambientales de los sitios de captura de Didelphis marsupialis y D. virginiana en Los Altos (Altos) y la
Depresion Central (Depresion) de Chiapas. VR= Villa de las Rosas; AV= Amatenango del Valle; CP= cerro Corral de Piedra; HU=
Reserva Huitepec; MO= Reserva Moxviquil; CC= cerro Coquelexquitzan; PP= precipitacion pluvial media anual; HR= humedad
relativa media anual; T= temperatura media anual; ACm= semicalido hiimedo con lluvias en verano; Cw= templado con lluvias
en verano; Cw2= templado subhimedo con lluvias abundantes en verano; Aw1= céalido subhtimedo con lluvias en verano (Garcia,

1973)
Region Sitio Tipo de vegetacion Altitud Latitud Longitud Clima PP  HR T
(m snm) N ) (mm) (%) (°C)
Altos VR  Transicion entre selva baja caducifolia 1300 16°22°51” 92°22°09” ACm 1228 60 20
y bosque de coniferas
AV Bosque de pino-encino 1 820 16°32°00” 92°26°00” Cw 1256 37 16
CP Bosque de encino 2120 16°44°12” 92°38°18” Cw2 1100 72 15
MO Bosque de encino 2 200 16°45°21” 92°38°06” Cw2 1100 76 15
HU Bosque de encino 2230-2 710 16°44°38” 92°40°15” Cw2 1300 67 15
Depresion  CC Selva baja caducifolia 770 16°45°00” 93°07°00” Awl 922 71 26

Estimacion de caracteristicas poblacionales. En cada sitio
se ubicaron 2 puntos de muestreo y en cada uno de éstos
se colocaron 24 trampas Tomahawk cebadas con sardina,
dispuestas de manera radial y separadas por 20 m; durante
4 noches consecutivas, 8 noches por sitio (Lambert et al.,
2005). El resultado fue un esfuerzo de muestreo por sitio
de 192 trampas noches. Cada punto de muestreo tuvo un
area de 4.5 ha y por sitio de muestreo un area total de 9 ha.
La determinacion taxondmica a nivel de especie de cada
individuo se baso en la coloracion de las mejillas, el largo
de la zona obscura de la cola y el color del almizcle. Las
mejillas en D. marsupialis son de color crema a amarillas
y en D. virginiana son blancas; el largo de zona obscura
de la cola alcanza mas de la mitad en D. marsupialis,
mientras que en D. virginiana es menor y el almizcle
es café ocre en D. marsupialis y verde en D. virginiana
(Aranda, 2000; Ceballos y Oliva, 2005). Se tomaron las
siguientes medidas de cada individuo capturado: peso,
longitud total (cabeza-cola), sexo, asi como una muestra
de tejido de la oreja.

Debido a la baja captura en los sitios de Los Altos
de Chiapas y a que solo se tuvo un sitio de muestreo en
la Depresion Central de Chiapas, se agruparon los datos
de Los Altos y entonces se hicieron las estimaciones de
abundancia relativa, proporcion de sexos, talla y peso por
region. La abundancia relativa se obtuvo como el niimero
de individuos capturados por trampas noches (Adler et
al., 1997), que corresponden a 192 trampas noches para la
Depresion Central y a 960 para Los Altos de Chiapas.

Se realizé un analisis de independencia mediante la
pruecba de G (Sokal y Rholf, 2003) para evaluar si la
abundancia relativa es independiente de la region y de
la especies. Mediante un ji-cuadrada (y°), por especie, se
compard si la proporcion de sexos se ajusta a una relacion

de 1:1. También se realiz6 una prueba de U Mann-Whitney
para probar si habia diferencias en el peso y la longitud de
los individuos entre regiones para cada especie.
Diversidad y estructura genética. Las muestras de tejido
de oreja se conservaron en alcohol y posteriormente en
refrigeracion a -4° C hasta su procesamiento. De cada
muestra se extrajo ADN nuclear siguiendo el protocolo
de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Hamilton et al.,
1999). Se probaron 11 microsatélites, 5 de los cuales
fueron disefiados para D. marsupialis (Dml, Dm 2, Dm
3,Dm 4y Dm 5) (Lavergne et al., 1998); mientras que los
6 restantes fueron disefiados para Caluromys philander,
Didelphis aurita y Metachirus nudicaudatus (Dias et al.,
2009) (Cuadro 2). Sélo con 7 marcadores se pudieron
obtener resultados claramente legibles, reproducibles en el
96% de las muestras y por lo tanto, interpretables (Mnud
20, Mnud 41, Dm 1, Dm 2, Dm 3, Dm 5 y Daur 08).

La amplificacion de los microsatélites se hizo con
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con la
mezcla maestra (mastermix, PROMEGA), utilizando un
termociclador de gradiente MJ mini, personal termal cycler
de BIO-RAD. Las condiciones de la amplificacion se
basaron segiin Lavergne et al. (1998) y Dias et al. (2009),
con modificacion de la temperatura de alineamiento (TA)
para 5 de los 7 marcadores analizados (Dm 1= 54° C; Dm
2= 49° C; Dm 3= 52° C; Mnud 20= 51° C y Daur 08=
52° C). El producto de la PCR se visualizd en geles de
poliacrilamida al 10%, tefiidos con bromuro de etidio y
observados con luz ultravioleta.

Se estimaron las medidas de diversidad genética de
heterocigosidad observada y esperada en equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), numero de alelos promedio y
porcentaje de alelos polimorficos por especie y region.
Se realiz6 una combinacion de probabilidades de pruebas
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Cuadro 2. Nombre, secuencia, longitud en pares de bases (pb), tipo de repeticion, temperatura de alineamiento (TA) y numero de acceso de los 7 microsatélites utilizados

para la determinacion de la diversidad genética de Didelphis marsupialis y D. virginiana

T4 (° C) Numero de acceso al GenBank

Tipo de repeticion
(TG),TA(TG);AATG(AG)7

Longitud

Secuencia
F: GTTCTTTCTGAGTACCAAATCCC

Locus

AJOII037¢

55

207

Dm 1

R: GATGCAGAAAGACAGGCACA
F: TCAATTGCAAGCATGACAAG
R: ACATGACAACATTAAAAATAAACTG

(AT), 57 AJOII039°

246

Dm 2

57 AJOII038?

F: GCTAGCTATTATTGTAACCCCC 197 (AG)s0

R: GAAATGGGTAGATTCAAGCCCC

Dm 3

56.5 AJOI1040?

(GT)is

242

F: AGCCAAACTGCCTAGCCCTT
R: CCATCACAGGGCCCTTGTAT
F: CAGTCGGGCGTCATCAGCTCTTTCAGATGGACAGC

Dm 5

GQ465313°

(GD)4 54

161-221

Mnud 20

R: GTTTGGCCGTATACAAGCACAGAA
F: CAGTCGGGCGTCATCATTGTTTCCCATCCATTAGGA

(GA)s GT (GA),, 56 GQ465321°

175-237

Mnud 41

R: GTTTCTGGTGCAAAATAGGTGCTT
F: CAGTCGGGCGTCATCACCAATCAAAAATGCAGGAAC

GQ465307°

(AC) 4 56

193-211

Daur 08

R: GTTTCCCTCCAACTTTTCACTT
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Dias et al., 2009)

b

LI

(%, Lavergne et al., 1998;

independientes para obtener un analisis de EHW por
poblacion (Sokal y Rholf, 2003). La diferenciacion entre
especies yregiones se determino, con base en los estadisticos
Fy, F;, y F;; mediante un analisis de varianza molecular,
con 999 iteraciones (Peakall y Smouse, 2006). Todos
los parametros genéticos se obtuvieron con el programa
GenAlEx, version. 6.4. También se evalud la presencia
de alelos nulos con el programa Micro-Checker, version.
2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004), con el cual se hizo una
correccion de las frecuencias alélicas y genotipicas, usando
el 95% de confianza y 1 000 repeticiones (ver Chakraborty
et al., 1992). Con el programa Free-NA (Chapuis y
Estoup, 2007) se estimé la F; corregida por presencia de
alelos nulos. Asimismo, se estimé la distancia genética
de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) con el método ENA
(De.ena) © INA (Dgna), con el mismo programa, y se
obtuvieron los respectivos dendrogramas con el programa
PHYLIP, version 3.69 (Felsenstein, 2009).

Resultados

Se captur6 un total de 35 individuos, 16 de D.
marsupialis y 19 de D. virginiana; no se capturd ninguna
otra especie de marsupial (Cuadro 3). A pesar del menor
esfuerzo de muestreo en la Depresion Central, para ambas
especies hubo una mayor captura en esta region (16
individuos D. marsupialis: 10 machos y 6 hembras; y 19
individuos D. virginiana: 10 machos y 9 hembras), que en
los Altos de Chiapas (Cuadro 3). La abundancia relativa
estimada fue entre 0.008-0.05 individuos trampas noches
para D. marsupialis y 0.01-0.06 individuos trampas noche
para D. virginiana (Fig. 1). Sin embargo, el analisis de
independencia de G mostré que la abundancia relativa,
nimero de individuos capturados por trampas noches, es
independiente de la especie y region (G= 0.35, p= 0.55).
En las 2 regiones y para las 2 especies se encontrd una
proporcion de sexos acorde con una relacion de 1:1. En
Los Altos para las 2 especies el valor observado fue igual
al esperado y en la Depresion Central para D. marsupialis
un valor de y’= 2.7, p= 0.10 y para D. virginiana y°= 0.1,
p=0.73.

Los organismos de la Depresion Central tuvieron en
promedio, mayor peso (2 371.43 g) y longitud (80.86 cm)
que en Los Altos (1 472.73 gy 78.45 cm) (Cuadro 4).
La prueba de U Mann-Whitney no mostré diferencias
significativas entre regiones en el peso y el tamafio de D.
virginiana (tamano: U= 8.00, p= 0.09; peso: U= 14.0, p=
0.14), mientras que para D. marsupialis no hubo diferencias
en el tamafio entre regiones (U= 17.00, p= 0.63), pero si
en el peso (U= 1.00, p= 0.002).

Diversidad y estructura genética. En D. marsupialis 2 loci
estuvieron fuera EHW en Los Altos de Chiapas (Mnud 41:
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Cuadro 3. Numero de individuos capturados totales, por sexo y especie, en sitios de Los Altos (Altos) y Depresion Central (Depresion)
de Chiapas. VR= Villa de las Rosas, AV= Amatenango del Valle, CP= cerro Corral de Piedra, HU= Reserva Bioldgica Cerro Huitepec;

MO= Reserva Biologica Moxviquil; CC= cerro Coquelexquitzan

Region Sitio Sexo Didelphis marsupialis Didelphis virginiana
Altos VR Macho 1
Hembra
AV Macho 1
Hembra 1
CP Macho 1 2
Hembra 2
MO Macho
Hembra
HU Macho
Hembra 2
Total Altos 10 10
Depresion CcC Macho 5
Hembra
Total Depresion 6
Total 16 19

WD, marsupialis

OD. virginiana

0 . - .

Altos Depresion

Abundancia relativa (individuos trampas noche)
[ =)
=
F

Region

Figura 1. Abundancia relativa de Didelphis marsupialis y D.
virginiana en cada region de Chiapas.

2’=3.938; p=0.05; g. L=1,y Dm 1: °= 7.00; p= 0.008;
g. .= 1); la combinacion de probabilidades indicé que no
hay EHW en esta poblacion (Cuadro 5). En la Depresion
Central, para esta misma especie, se encontraron 2
marcadores fuera de equilibrio: Dm 1y Dm 2 (y*= 8.00, p=
0.005, g. .= 1; ¥’=8.89, p=0.03, g. L.= 3, respectivamente)
y nuevamente la prueba combinada detectd que no hay
EHW (Cuadro 5).

En cuanto a D. virginiana 4 loci estuvieron fuera de

Cuadro 4. Peso y talla promedio por region de muestreo y sexo
de Didelphis marsupialis y D. virginiana en Los Altos (Altos) y
la Depresion Central (Depresion) de Chiapas

Especie Region Peso (g) £+ EE  Tamario (cm)
D. marsupialis Altos 1350 £ 180 74.8 £ 6.66
Depresion 2250 + 150 83.2 £2.56
D. virginiana Altos 1500 + 340 68.1 £6.70
Depresion 2210+ 250  79.12+0.99

EHW en Los Altos de Chiapas: Mnud 20 (y’= 4.15, p=
0.04, g. 1= 1); Dml (°= 22, p= 0.00, g. L.= 3); Dm3 (y’=
22; p= 0.00; g. 1= 3), y Dm5 (y’= 16.75; p= 0.001; g.
1= 3). En la Depresion Central 6 loci estuvieron fuera de
EHW, con excepcion de Daur 08 (y°=5.90, p= 0.43, g. L=
10) (Fig. 2). En ambas poblaciones la prueba combinada
mostr6 que las poblaciones no estan en EHW.

El analisis de varianza molecular mostré una
diferenciacion genética significativa entre especies (Fy=
0.13, p= 0.001) y entre las poblaciones; 4 en total, 2
poblaciones de D. marsupialis y 2 de D. virginiana;
Fy= 0.14, p= 0.001. Entre poblaciones de cada especie
no hubo diferencia genética significativa (Fg= 0.01, p=
0.26). Los coeficientes de endogamia Fj; y Fj; fueron
significativamente distintos de cero (F;= 0.58, p= 0.001;
F.i=0.51, p=0.001).
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Especie D virgimiana

Region Altos

Locus/No. de
alelos totales

Mnud 20/ 2

Mnud 4l /3

Dml/3

Dm2/ 4

Dim 3

n

Dm5/3

Daur 08/ 5

= Alelo2 mm Alelo 3

— Alelo 1

Depresion Central

mm Alelo 4

D marsupialis

Altos Depresion Central

. %H_ :
0.29
5 ——0.14
0.29
e 0.17 0.07
0.08

0.07

&

= Alelo5

Figura 2. Frecuencias alélicas de Didelphis marsupialis y D. virginiana por especie, locus y region en Los Altos
(Altos) y la Depresion Central (Depresion) de Chiapas. El peso molecular de los alelos aumenta en orden al nimero

que identifica a cada uno de ellos.

La mayor diferenciacion genética se encontré entre
poblaciones de distintas regiones y especies, y la menor
se observo entre poblaciones de una misma especie. Dicho
patron se mantiene con y sin la consideracion de alelos
nulos (Cuadro 6).

El analisis de alelos nulos con el algoritmo EM
(Dempster et al., 1977), indicé una frecuencia de alelos
nulos entre 0.00-0.40. Mediante el método de Chakraborty
et al. (1992), en D. virginiana se detectaron alelos nulos
en 4 loci (Dm 1, Dm 2, Dm 3 y Dm 5) en Los Altos, con
frecuencia promedio de 0.52; en la Depresion Central se
obtuvo una frecuencia promedio de 0.49. En D. marsupialis
se detectd presencia de alelos nulos en Dm 1, en Los
Altos, con frecuencia promedio de 0.13. En la Depresion
Central, los loci Dm 2 y Dm 5 presentaron alelos nulos
y la frecuencia promedio para esta poblacion fue de 0.21.
La heterocigosidad esperada considerando la presencia de
alelos nulos (H, w4 ) fue de 0.503 en Los Altos y 0.478 en la
Depresion Central en D. marsupialis y en D. virginiana de
0.641 y 0.350 en las mismas poblaciones, respectivamente

(Cuadro 5). Finalmente, los valores de distancia genética de
Cavalli-Sforza y Edwards (1967) excluyendo alelos nulos
(D.ena) mostraron mayor distancia entre poblaciones de
diferentes especies y la menor entre poblaciones de una
misma especie (Fig. 3A). Al considerar los alelos nulos
(Dgna), se mantiene la misma tendencia (Fig. 3B).

Discusion

Las especies capaces de explotar una alta variedad de
recursos suelen colonizar una amplia gama de hébitats y
presentan intervalos de distribucion (Krabbe y Rahbek,
2010) y tamafios poblacionales localmente grandes (Gaston
etal., 2000). Los tlacuaches D. marsupialis y D. virginiana
son considerados organismos comunes, flexibles a las
perturbaciones y contasas de reproduccion altas (Sunquist et
al., 1987; Adler et al., 1997; Cabello, 2006). Los resultados
del presente estudio sugieren que D. marsupialis y D.
virginiana en Chiapas pueden desarrollarse en habitats con
ambientes como los que se observan en Los Altos (frescos)
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Cuadro 5. Diversidad genética en Didelphis marsupialis (D.
m) y D. virginiana (D. v) en Los Altos (Altos) y la Depresion
Central (Depresion) de Chiapas. N,= nimero de alelos; P=
porcentaje de polimorfismo; H,= heterocigosidad observada;
H.= heterocigosidad esperada; F= coeficiente de endogamia;
EHW= equilibrio de Hardy-Weinberg (prueba combinada);
H.na= heterocigosidad esperada, incluyendo alelos nulos

Especie Parametros Region
genéticos
Altos Depresion
D.m N, 2.571 2.857
P 85.71 100
H, 0.415 0.427
H, 0.489 0.536
Ha 0.503 0.478
F 0.081 0.171
EHW No No
D.v N, 3.143 3.143
P 100 100
H, 0.221 0.223
H, 0.578 0.589
Hna 0.641 0.350
F 0.630 0.601
EHW No No

y en la Depresion Central (calidos) (Gonzalez-Espinosa et
al., 2005); sin embargo, en ambas regiones sus poblaciones
fueron relativamente pequefias (D. marsupialis: 0.008-
0.05 individuos trampas noches, D. virginiana: 0.01-0.06
individuos trampas noches). No obstante, es importante
mencionar la posibilidad de sesgo en los resultados debido
a la diferencia de esfuerzo de muestreo entre regiones. La
abundancia relativa, un indicador del tamafio poblacional
(Lambert et al., 2005), observada en el presente estudio fue
independiente de la region, con valores que se encuentran
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dentro de los registrados en investigaciones previas. Por
ejemplo, un estudio demografico con D. marsupialis en
el norte de Colombia registra una abundancia relativa
de 0.010 individuos trampas noches (Adler et al., 1997).
Asimismo, en el sur de Brasil y en Las Cuevasde Belice,
se registrd una densidad poblacional entre 1.4 y 2.26
individuos/ ha, respectivamente (Caceres y Monteiro-
Filho, 1998; Kelly y Caro, 2003). Para D. virginiana se
ha observado una densidad de 0.23 individuos/ ha en Las
Cuevas de Belice (Kelly y Caro, 2003). La abundancia
relativa de estos didélfidos es comparativamente baja
con respecto a otras especies de animales que también se
consideran generalistas, de amplia distribucion, tolerantes
a la perturbacion y con alta capacidad reproductiva, como
los mapaches (Procyon lotor), cuyas poblaciones se
favorecieron con las actividades humanas (Bozek et al.,
2007). Procyon lotor presenta una densidad poblacional
entre 3.4 y 13.6 individuos/ km? en Ontario, Canada
(Rosatte et al., 2010). Es importante considerar que,
como sucede cuando se tienen tamafios poblacionales
pequeiios, sobre todo, de animales de talla mediana, los
cambios de uso de suelo pueden impactar negativamente
las poblaciones de estas especies.

La abundancia relativa estd determinada por las tasas
de natalidad y mortalidad, las cuales dependen de los
recursos disponibles, del grado de competencia intra e
interespecifica y de la depredacion (Gaston et al., 2000).
No es posible determinar con nuestro estudio los factores
especificos que pueden causar una abundancia relativa
baja en D. marsupialis y D. virginiana. Para conocer los
factores es necesario realizar un analisis de la fluctuacion
temporal de la abundancia relativa, asi como la evaluacion
directa de factores potenciales de afectacion, tanto aquellos
asociados a actividades humanas como ambientales y
demograficos

La proporcion de sexos observada, de 1:1, puede
considerarse una condicién idonea para el crecimiento
poblacional, en particular para especies en las que la aptitud
no difiere entre sexos (Ehrlich y Roughgarden, 1987). Sin

Cuadro 6. Diferenciacion genética (Fy) de Weir (1996) entre pares de poblaciones de Didelphis marsupialis (D. m) y D. virginiana
(D. v) en Los Altos (Altos) y la Depresion Central (Depresion) de Chiapas. Debajo de la diagonal valores de F excluyendo alelos

nulos (ENA) y arriba de la diagonal incluye los alelos nulos (INA)

Especie D. virginiana D. marsupialis
Localidad Altos Depresion Altos Depresion

D.v Altos 0 -0.008 0.172 0.181
Depresion -0.003 0 0.172 0.119

D.m Altos 0.162 0.164 0 0.065
Depresion 0.154 0.098 0.094 0
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Figura 3. Dendrograma con base en distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) de
poblaciones de Didelphis marsupialis y D. virginiana en Los Altos (Altos) y la Depresion Central
(Depresion) de Chiapas. A), método ENA (D gna), excluye alelos nulos; B), método INA (Dcna),

incluye alelos nulos.

embargo, en especies poligamas, como D. marsupialis y
D. virginiana, se espera un mayor numero de machos,
especialmente en areas con mayor disponibilidad de
recursos y menor competencia (Dickman, 1988; Hardy,
1997), por lo que la proporcion de sexos observada podria
estar asociada al tamafio poblacional bajo. Por otro lado,
se observo mayor talla y peso en organismos capturados
en la Depresion Central; no obstante, solo se detectaron
diferencias significativas en cuanto al peso entre regiones
y Unicamente para D. marsupialis. Dicha diferencia
podria ser atribuida a la mayor disponibilidad en cuanto
a cantidad y calidad de recursos alimenticios y de refugio
(Rocha-Loredo et al., 2010), aspecto que deberia evaluarse
en estudios futuros.

Diversidad y estructura genética. Los alelos nulos son
aquellos que no se detectan porque hay modificaciones
en las secuencias de alineacion del ADN blanco y por lo
tanto, no se obtiene producto durante la PCR (Pompanon
et al., 2005). Los alelos nulos pueden resultar en una
estimacion sesgada de la diferenciacion poblacional,
debido a la reduccion de la diversidad genética dentro de
las poblaciones (Chapuis y Estoup, 2007). En este estudio
se detect6 la presencia de alelos nulos, sin embargo, los
valores de heterocigosidad y distancias genéticas no se
modificaron al considerarlos, y las tendencias de diversidad
y agrupacion fueron las mismas.

Las especies D. marsupialis 'y D. virginiana son
consideradas comunes, generalistas, con altas tasas de
reproduccion y con cierta resistencia a la perturbacion
(Kasparian et al., 2004), por lo que se esperaba que
las poblaciones estudiadas presentaran niveles altos
de diversidad genética y poca diferenciacion entre sus

poblaciones. No se conocen estudios de diversidad genética
nuclear para D. marsupialis y D. virginiana, ademas de los
2 trabajos enfocados al disefio de microsatélites (Lavergne
et al., 1998; Fike et al., 2009). Para D. virginiana se
disenaron 21 microsatélites para un poblacion del norte
de Indiana, EUA, donde se encontré un valor promedio
de H, de 0.768 (Fike et al., 2009), mientras que para
D. marsupialis se diseflaron 5 microsatélites para una
poblacion de la Guayana Francesa (Brasil), donde la
diversidad promedio fue de H.= 0.93 (Lavergne et al.,
1998). En estos 2 casos los valores son mayores que los
encontrados en este trabajo (0.548).

Se observaron también valores positivos del coeficiente
de endogamia para todas las poblaciones, donde resaltan
los valores de las poblaciones de D. virginiana: valores
positivos indican que los organismos estan estrechamente
emparentados (Hartl y Clark, 1997). La endogamia puede
darse porque los apareamientos no suceden al azar y/o
por un aislamiento de las poblaciones por la presencia
de barreras fisicas o ecoldgicas (Smith y Wayne, 1996;
Sexton et al., 2009). En este caso, existe una diferencia de
altitud de 2 000 m entre las poblaciones de Los Altos y la
Depresion Central de Chiapas, asociado a un cambio radical
en las condiciones ambientales, distintos usos de suelo;
agricola, ganadero, forestal y asentamientos humanos,
todo lo cual puede representar barreras fisicas y ecologicas
para el movimiento de los tlacuaches entre las regiones
y potencialmente disminuir o anular el flujo genético.
Asimismo, bajo condiciones de aislamiento y tamafio
poblacional pequeiio, la poblacion puede ser forzada a un
apareamiento entre organismos emparentados.

La distribucion heterogénea de las frecuencias alélicas
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entre regiones puede deberse al efecto de la deriva
genética, que tiene un efecto mas significativo que la
seleccion natural cuando las poblaciones son pequeiias
(Castillo, 2007), como en el caso de D. marsupialis y D.
virginiana en Chiapas. La accion de la deriva genética
y la endogamia puede promover la fijacion y pérdida de
alelos en las poblaciones, y causar una diferenciacion
genética entre ellas (Vazquez-Dominguez et al., 2012).
En este estudio, sin embargo, los niveles de F; observados
entre poblaciones de la misma especie sugieren una
diferenciacion reducida y moderada entre especies.
Estudios filogenéticos con marsupiales sugieren poca
diferenciacion entre las especies, por ejemplo, Jansa y
Voss (2000) en un estudio con marsupiales de América
mostraron que la divergencia entre especies del género
Didelphis oscila entre 0.95 y 1.3% con el gen IRBP; y de
5.7 a 12.6% con el citocromo b. Cervantes et al. (2010)
encontraron una diferenciacion genética de 7.8 a 9.3%
entre D. marsupialis y D. virginiana con el citocromo ¢
oxidasa subunidad I (Cox1). La diferenciacion observada
entre D. marsupialis y D. virginiana en este estudio
también puede considerarse baja (13.4%), en tanto que
los microsatélites tienen tasas de mutacion mayores que
el citocromo b, el gen IRBP y el Cox1 (Rentaria, 2007).
La baja diferenciacion entre estas especies puede deberse a
que son especies cercanamente relacionadas (Voss y Jansa,
2009; Medina-Romero et al., 2012) y a que sus atributos
ecologicos les han permitido sobrevivir a los cambios
ambientales y con pocas modificaciones genéticas a lo
largo de su evolucion. El analisis de distancia genética
también mostr6 mayor diferenciacion entre especies que
entre poblaciones, mientras que dentro de las poblaciones
fue D. marsupialis la que presentd valores mas altos. Ello
puede estar asociado, entre otras posibilidades, al hecho de
que D. virginiana es mas generalista que D. marsupialis y
que se encuentra mas frecuentemente asociada a zonas con
actividades humanas (Bozek et al., 2007).

Las condiciones geograficas de Los Altos y la
Depresion Central de Chiapas sugieren un limitado flujo
genético entre las poblaciones, junto con los niveles de
endogamia y la heterogeneidad de las frecuencias alélicas
sugeririan una diferenciacion entre las poblaciones de cada
especie. Inesperadamente, el valor de Fi; entre poblaciones
indica minima diferenciacion genética (1%). Esto puede
ser debido a que las poblaciones se originaron de una
misma poblacion y las diferencias en las frecuencias
alélicas y niveles de endogamia sean resultado de deriva
genética. Es importante hacer notar que no se descarta que
la diferenciacion observada sea resultado de un sesgo en
las frecuencias alélicas asociado a un tamafio de muestra
pequetio para cada especie por poblacion.

Latasade evolucion moderada de los marsupiales (Jansa
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y Voss, 2000; Steiner y Catzeflis, 2004) probablemente ha
contribuido al mantenimiento de la diversidad genética y a
la escasa diferenciacion entre poblaciones y especies. No
obstante, si se confirman tamafos poblacionales pequefios
de D. marsupialis y D. virginiana se anticipa que estas
especies pueden requerir un cambio de estatus hacia algin
grado de vulnerabilidad en Los Altos y la Depresion
Central (Frankham et al., 2004). Asi, la conservacion de
D. marsupialis y D. virginiana es de alta prioridad por
pertenecer a un grupo de mamiferos poco representado
en México, por la relacion que guardan con radiaciones
adaptativas en Australia (Medina-Romero et al., 2012) y
por su papel ecologico en diversos ecosistemas.
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