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VARIABILIDAD GENETICA Y RELACION FILOGEOGRAFICA DE SUBESPECIES
DE VENADO COLA-BLANCA (Odocoileus virginianus) EN LA REGION GOLFO
DE MEXICO.

Héctor Ortiz Contla, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015.
RESUMEN

El venado cola blanca presenta distribucién en Norte, Centro y Sur América, en
México se distribuyen histéricamente 14 de las 38 subespecies reportadas, y aunque
solo dos tienen importancia cinegética, todas las subespecies son aprovechadas
para diferentes fines. A pesar del rol tan importante del venado cola blanca en
México, no se tiene suficiente informacion acerca de la diversidad genética de la
especie. El objetivo de la presente investigacion fue determinar y describir la
variabilidad genética de las subespecies O. v. texanus, O. v. veraecrucis, O. v.
thomasi y O. v. yucatanensis con distribucion en la zona del Golfo de México por
medio del uso de un fragmento de la region control (D-Loop) del ADN mitocondrial.
Se recolectaron 47 muestras de tejido muscular, cartilago auricular u 6rganos; 16 de
O. v. texanus, 17 de O. v. veraecrucis, 4 de O. v. thomasi 'y 10 de O. v. yucatanensis
y se identificaron 46 haplotipos. Las relaciones filogeograficas fueron determinadas
con los métodos Neighbor-Joining y maxima verosimilitud con secuencias del
fragmento de 468 pares de bases. La estructura genética y variabilidad se calcularon
por medio de Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), los indices de diversidad
haplotipica (h) y nucleotidica (). La relacion filogeografica concuerda por ambos
métodos donde las secuencias divergen a partir de O. v. yucatanensis. A partir de
los Andlisis de Varianza Molecular se definié diferenciacion genética entre las
subespecies en estudio (Fst= 0.19781, P<0.05). Los niveles de los indices h (0.9979)
y m (0.15129) sugieren niveles moderados de variacion genética. Se realizé una red
de haplotipos que vinculé a las subespecies O. v. texanus y O. v. veraecrucis, las
subespecies restantes no presentaron vinculacion, ni dentro ni entre subespecies.

Palabras clave: Odocoileus virginianus, ADNmt, region control, diversidad
genética.
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GENETIC VARIABILITY AND PHILOGEOGRAPHIC RELATION OF WHITE-
TAILED DEER (ODOCOILEUS VIRGINIANUS) SUBSPECIES IN THE GULF OF
MEXICO REGION

Héctor Ortiz Contla, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015.
ABSTRACT

White-tailed deer is found in North, Central and South America, in Mexico there are
14 out of the 38 known subspecies, all mexican subspecies are of some use by local
people and two of them are international-trophy rank; despite the importance of
white-tailed deer in México, information on genetic divesity of this species is scarce.
The objective of the study was to determine and describe genetic variability of O. v.
texanus, O. v. veraecrucis, O. v. thomasi and O. v. yucatanensis subspecies
distributed in the Gulf of Mexico area by means of the use of a mitocondrial ADN
fragment from the control region (D-loop). The study was based on 47 samples either
of muscle tissue, ear cartilage or internal organ tissue; samples sorted by subspecies
were: 17, 16, 10 and 4 of O. v. veraecrucis, texanus, yucatanensis and thomasi,
respectively. There were 46 different haplotypes. Neighbor-Joining and maximum
likelihood were used to determine philogeographic relations based on sequences of
the fragment of 468 pairs of bases. Genetic structure and variability were calculated
by Molecular analysis of variance (AMOVA), indices of haplotype diversity (h) and
nucleotide (1r). Both methods gave the same philogeographic relations, sequences
differ from O. v. yucatanensis. Subspecies genetic diferentation was defined from
Molecular analysis of variance, Fst= 0.19781 (P<0.05). Index values of 0.9979 and
0.15129 for h and m, respectively, allow to indicate a moderate genetic variation.
Haplotype net showed some relationship between O. v. texanus and O. v.
veraecrucis subspecies, no within and among subspecies realtions were found
among the other subspecies.

Key words: Odocoileus virginianus, mtDNA, control region, genetic diversity.
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INTRODUCCION

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es un mamifero nativo del
continente Americano de alto valor cinegético y amplia distribucién, con 38
subespecies identificadas a lo largo del continente. En México se han ubicado 14
subespecies identificadas fenotipicamente, su distribucién dentro del pais podria
responder a la capacidad de adaptarse a ambientes fisicos y biolégicos especificos
(Geist, 1998).

Debido a la importancia cultural y econdmica del venado cola blanca en México,
esta especie ha sido objeto de acciones antropoceéntricas, entre ellas la dispersiéon
de ejemplares con caracteristicas de interés hacia zonas ajenas a la distribucion
natural de los mismos, como ha sido el caso de la introduccién de individuos de la
subespecie O. v. texanus al sur de su distribucion original (Logan et al, 2007). La
migracion asistida puede llevar a una depresion genética y eventualmente a reducir
la capacidad de adaptacion de la especie al mosaico de ambientes en el que ahora

se distribuye (Hernandez, 2014).

El avance en la instrumentacién y precision del rastreo de ADN permite
establecer la filogeografia de diferentes organismos y asi definir la distribucion
geografica de linajes de genes dentro de una misma especie (Avise, 2000); por lo
que el presente estudio mediante el rastreo de ADN puede representar una
herramienta para este seguimiento geografico al mismo tiempo de poder ratificar o

rectificar la identificacion fenotipica de las subespecies de venado cola blanca.

Por tanto, el propdsito general del presente estudio fue determinar la relacion
genética entre individuos de poblaciones de venado cola blanca procedentes de la
region Golfo de México que permita determinar la filogeografia de la especie en esta
region, como contribucién a la informacion que se esta generando en otras regiones

del pais.



JUSTIFICACION

El venado cola blanca es un importante recurso faunistico por su distribucién
amplia dentro del territorio mexicano y alto valor como trofeo en la actividad
cinegética. En la temporada de caza 2009-2010 la Direccién General de Vida
Silvestre (DGVS) de la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) otorgd 1157 permisos de caceria para venado cola blanca, mientras
que para el venado bura fueron unicamente 86.

La distribucion tan amplia del venado cola blanca en el continente Americano se
asocia con un alto nivel de subespeciacién. Para el caso de México, se han
propuesto 14 subespecies, con base en rasgos fenotipicos, entre ellos el color del
pelaje, tamano y medidas morfométricas. La identificacién y mantenimiento de la
variabilidad genética de la poblacién de cola blanca existente en México son
factores de importancia en la planificacion del manejo y aprovechamiento sostenible
de este recurso.

La aplicacién de las herramientas de la biologia molecular permite un rastreo de
la huella genética por medio de la caracterizacion de las secuencias de ADN, siendo
estas técnicas de mayor certeza que las mediciones fenotipicas usadas
regularmente. En el presente estudio se establecieron la relacion filogeografica y
variabilidad genética como evidencias que fortalecen o modifican las propuestas

actuales de subespeciacion de las poblaciones de venado cola blanca en México.



REVISION DE LITERATURA

FAMILIA Cervidae
Wilson y Reeder (2005) indican que la familia Cervidae esta conformada por las

tres subfamilias: Capreolinae, Cervinae e Hydropotinae, Fernandez y Vrba (2005)
ubican a géneros de esta familia en Europa, América, Asia y Norte de Africa.

La subfamilia Capreolinae comprende nueve géneros: Alces, Blastocerus,
Capreolus, Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotoceros, Pudu y Rangifer; la
Cervinae también con nueve géneros: Axis, Cervus, Dama, Elaphodus, Elaphurus,
Muntiacus, Przewalskium, Rucervus y Rusa; la Hydropotes, conformada por un solo
género y especie el ciervo de agua chino (Hydropotes inermis) que es un grupo
monofilético diferente al de los cérvidos de astas (Halls, 1984; Wallmo, 1981; Wilson
y Reeder, 2005).

VENADOS EN MEXICO
Los venados distribuidos en México pertenecen a dos géneros distintos de la

subfamilia Capreolinae: Mazama con dos especies el temazate rojo (M. temama) y
el café (M. pandora) distribuidos en Veracruz y Yucatan, respectivamente; v,
Odocoileus también con dos especies, el bura (O. hemionus) y el cola blanca (O.
virginianus). El género Odocoileus aparecié en América hace 3.5 millones de anos
(Kurtén y Anderson, 1980) con centro de origen en Centroamérica (Geist, 1998);
pertenece al orden Artiodactyla, suborden Rumiantia, familia Cervidae y subfamilia

Capreolinae.

Algunas caracteristicas fenotipicas que permiten distinguir entre si a los venados
cola blanca, bura y temazate se presentan en el Cuadro 1. La informacién proviene
de lo registrado por Leopold (1977). Resalta que el venado bura es el mas robusto
de los tres pero también de una distribucidn mas restringida en México. El cola
blanca es intermedio en tamafio pero de mayor distribucion en el pais. El temazate
es el cérvido de menor porte, tal vez como una adaptacion para moverse facilmente

en una vegetacion de selva cerrada.



Cuadro 1. Caracteristicas fenotipicas de los tres tipos de venados presentes en México

(Leopold, 1977)

ESPECIE
Caracteristica Cola blanca Bura Temazate
Longitud: cabeza a 1000 a 1300 1300 a 1600 910 a 980
insercion cola (mm)
M 36 a 57 M 64-114 M 17
Peso (kg)
H 27-45 H 45-70 HA17
Coloracion Café grisaceo en Gris o café de Café rojizo
invierno manera
Café rojizo en verano. estacional
Orejas Mas cortas y angostas Muy largas y --—-—-
en relacion con el bura anchas
Astas Rama central encorvada Ramificacion Astas espigadas
hacia delante, puntas dicotomica sin ramificar
individuales  verticales menores a
sin ramificar 120mm de
regularmente 10 puntas longitud
Cola (mm) 180-270 color café al 115-190 Café en parte
dorso y blanca ventral angosta y dorsal y blanca

Glandula metatarsal

(mm)

Distribucion

25, al centro del hueso

tarsal

Todo México excepto la
peninsula de  Baja

California

pequefa, blanca
ventral y negra
a los costados y
porcion terminal

40 o mas, por

debajo de las
corvas

Frontera norte
del pais.
Coahuila,
Sonora y
Chihuahua

parte ventral

Sin presencia

Selvas tropicales,
Ver.,
Camp. y Tabasco

Yucatan,




VENADO COLA BLANCA

El venado cola blanca es una de las especies de fauna silvestre con un amplio
historial de investigacion (Owen, 2000). Diferentes autores senalan caracteristicas
diversas para el cola blanca, entre ellas: Schmidt y Gilbert (1987) apuntan a la
capacidad de adaptacién a ambientes fisicos contrastantes, desde climas humedos
a semiaridos y de tropicales a templados extremosos; Leopold (1977) enfatiza la
capacidad de prosperar aun bajo alta presion de aprovechamiento por caceria;
Demarais y Krausman (2000) resaltan la peculiaridad de que la especie abarca una
superficie geografica del continente muy amplia desde provincias nortefias de
Canada hasta las tierras tropicales de Brasil incluyendo amplias diferencias
altitudinales en Peru.

De acuerdo con Demarais y Krausman (2000) aunado a su amplia distribucion
natural, el venado cola blanca ha sido una especie elegida para incrementar la
frontera mediante la introduccion a nuevas areas o bien en areas que contaban con
distribucion histérica pero con poblacion extinta. Algunos puntos de introduccion
han sido las Islas Britanicas, Bulgaria, Republica Checa, Finlandia, Yugoslavia,
Nueva Zelanda, Cuba, Islas Virgenes y otras islas del Caribe.

De las 38 subespecies reportadas para el cola blanca en América, México
alberga 14 distribuidas en todo el pais excepto la peninsula de Baja California

(Figura 1).



acapulcensis - nelsoni I:l thomasi
|:| caminis |:| oaxacensis - toltecus
I:l couesi I:l sin distr I:l truei
- mexicanus |:| sinaloe [:] veraecrucis

|:| miquihuanensis - texanus - yucatanensis

Figura 1. Distribucién histérica de subespecies de venado cola blanca (Odocoileus
virginianus) en México. Fuente: Elaboracién propia con datos de Halls (1980).

SUBESPECIES DE VENADO COLA BLANCA
La formacion de subespecies del venado cola blanca en México podria

relacionarse a lo sefialado por Klug et al. (2006) en relacion a que una especie
animal que ocupa zonas contrastantes ecoldgicamente y que de manera paralela es
sujeta a presiones selectivas dispares puede mostrar una diferenciacion de grupos
genéticos que evita la extincion o reclusién de dicha especie a un limitado numero
de ambientes. Wallmo (1981) enfatiza como componentes que conducen a la
formacion de subespecies, al aislamiento geografico y a la reproduccion exitosa de
grupos genéticos dentro de estos ambientes aislados.

Baker, (1984); Brokx, (1984) y Geist, (1998) coinciden en resaltar que la
diversidad de climas y condiciones geograficas en las que se distribuyé el venado
cola blanca originé la formacion de subespecies, sefialando como ejemplo de ello

que la poblacién originaria de las grandes planicies del norte presenta astas de



mayor tamafio en comparacién a la poblacion nativa de la selva y matorrales, la cual
muestra ademas una muda minima de pelaje de verano a invierno.

Los limites fenotipicos para diferenciar entre subespecies son a veces difusos por
la inestabilidad en la expresion de estas caracteristicas y la translocacion de
algunos individuos de alguna subespecie hacia territorios geograficos propios de
otras subespecies. Entre subespecies con area de distribucion lejanas entre si,
existe mayor posibilidad de identificar diferencias fenotipicas (Schmidt y Gilbert,
1978). Para la clasificaciéon, la taxonomia se basa principalmente en comparar
rasgos fenotipicos, por lo que se puede confundir no solo adaptacién y ajuste sino
homologia y analogia, genotipo y fenotipo, ecotipo y subespecie y finalmente los
efectos de la naturaleza y la nutricion (Goldschmidt, 1940; Waddington, 1957;
Demarais y Krausman, 2000).

A continuacion se presenta la descripcion fenotipica de individuos tipo de las
subespecies englobadas en el presente estudio y los autores que inicialmente las

describieron.

O. virginianus yucatanensis (Hays, 1872)

O. virginianus yucatanensis es descrito como un venado de color grisaceo
marron en la parte posterior y frontal de las patas, los costados mas amarillentos
haciéndose blanco hacia el vientre, las patas de color amarillo pardusco mas claro
en la parte interna. La parte interior del muslo e interna del oido, blancas. La barbilla
y la parte interior blancas y con manchas blancas a los costados de la nariz y el
labio superior. Presenta una linea blanca que va desde la fosa nasal hasta el borde
del labio que pasa alrededor de la mandibula inferior.

Presenta un penacho de pelo en la parte interna del corvejon aunque reporta la
ausencia de glandula en los metatarsos. Especifica también que no presenta un
cambio estacional en el color del pelaje como otras subespecies. La hembra
muestra un color de pelaje semejante al del macho aunque tiene un tamafio menor y
no presenta astas. Los cervatos al nacer presentan un color café rojizo oscuro con
manchas blancas, las patas con color mas hacia el gris, tomando el color de adulto
alrededor de los seis meses de edad. Las astas son pequefas de asta sencilla con
direccién hacia arriba y hacia atras alineada con la cara y que presenta solo una

pequefa punta proyectada hacia el interior, las astas se caen hacia Marzo.
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Las principales medidas zoométricas (mm) reportadas son: De la punta de la
nariz a la base de la cola 914, cola 203, cabeza 266, altura a los hombros (cruz)
609, oreja 139, peso 24.94 kg, longitud de las astas 190.5, longitud de la punta 25.4.

O. virginianus texanus (Mearns, 1898)

El individuo “tipo” de O. virginianus texanus, colectado en el estado de Texas en
1897 por el Dr. Edgar A. Mearns presenté pelaje de invierno como una mezcla de
blanco sal y pimienta, blanco amarillento y gris. Un area distintivamente negra
anterior a la corona entre las astas y las orejas, extendiéndose posteriormente hasta
la base de la cola, el color palidece gradualmente a amarillento en los lados. Todos
los pelos blancos en la base, cenizos en la parte media y blanco en la parte apical,
con un anillo subterminal amarillento anterior. En la parte interna, un color blanco
para las axilas, las extremidades y abdomen; tono “humo” para el pecho. La cola
blanca por el interior y negra por encima, el negro de la parte superior mucho mas
oscuro por los anillos marrén amarillento subterminales de los pelos. La almohadilla
de la nariz desnuda y color blanco cenizo en la parte frontal del labio inferior.

La parte superior de la cabeza negra mas oscurecido en la frente, orbita y base
de las orejas blanquecina y en la parte posterior gris humo. Extremidades beige
rojizo mas o menos mezclado con gris y negro en la parte anterior, gris alrededor de
los cascos y entre los dedos. La glandula metatarsal mide alrededor de 15 mm y
estd rodeada por un mechdn de pelo invertido el cual es blanco al centro y café
oscuro alrededor.

Para especimenes de hembras tanto adulta como joven y un macho juvenil, la
descripcion anterior es la misma salvo por la coloracién de las orejas y la corona
que fueron mas oscuras.

Las astas con dos protuberancias basales, una hacia arriba y hacia atras (75 mm
de longitud) y la otra hacia enfrente (37 mm de longitud), con cuatro puntas
adicionales para cada asta (12 puntas en total), con una longitud de 440 mm siendo
simétricas entre ellas y con una longitud de 175 mm para la punta mas larga. La
rama principal esta fuertemente curveada hacia arriba, hacia delante y hacia
adentro, la circunferencia de la rama principal en su base es de 80 mm.

Los patrones observados en el individuo “tipo” fueron similares en los individuos

a los observados en individuos a lo largo de la distribucion de esta subespecie,
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variando unicamente en el peso que fue menor en individuos de la parte mas al sur

de la regién de la distribucién natural de esta subespecie.

O. virginianus thomasi (Merriam, 1898)

El individuo ‘tipo’ de O. virginianus thomasi proviene de Huehuetan, Chiapas,
destacando su tamano relativamente grande y color rojo durante de todo el afio, un
pequefo punto para la glandula metatarsal en la parte posterior del metatarso a la
mitad entre el calcaneo (tarso) y los cascos.

El pelaje de invierno del espécimen tipo: color “aleonado” (marrén amarillento) en
las partes superiores, el vientre, la parte media del pecho y alrededor del cuello,
haciéndose cano brilloso hacia la parte de atras. EIl hocico cano oscuro, la frente
mezclada entre aleonado y negro haciéndose negro sélido hacia la altura de las
orejas con una mancha aleonada sobre la parte posterior de cada ojo, barbilla
blanca con una mancha blanca a la mitad de cada lado del labio. La parte interior de
los muslos, la parte media del abdomen y el aspecto de la parte posterior de las
patas delanteras, blanco. La superficie de la cola de color aleonado brillante y
blanco para la parte interior. El color del pelaje de verano para un individuo
proveniente de Tonala, Chiapas fue similar al descrito, aunque con ligeras
variaciones: las partes superiores simplemente aleonadas, carece de la apariencia
cana dorada del pelaje de invierno, la frente del mismo tono que el resto de las
partes superiores, el hocico grisaceo oscuro con pequefias manchas oscuras detras
del cojin de la nariz.

La conformacién de craneo y hocico de O. virginianus thomasi es similar a la de
O. virginianus truei. El asta alcanza 240 mm de longitud inclindndose hacia atras
casi en linea con la cara, la curvatura de las puntas es hacia adentro y un poco

hacia delante. Las astas son simétricas en ambos lados.

O. virginianus veraecrucis (Goldman y Kellog, 1940)

O. virginianus veraecrucis es descrito de tamafno medio con cola mas o menos
negruzca distintiva en la parte superior subterminal. Las partes superiores del
cuerpo son casi uniformes café-ocre el cual oscurece cada vez mas a lo largo de la
linea de la espalda y palidece a los costados del cuello y a lo largo de los costados

del cuerpo, la parte superior de la cabeza es café-ocre mezclado con negro. Las
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superficies anteriores y externas de las patas delanteras color canela, una linea
blanquecina estrecha se extiende hasta las partes posteriores cerca de las pezuias.
El mentdn, la garganta, las zonas abdominales e inguinal mediana y los lados
interiores de las patas traseras hacia abajo hasta cerca de la pezuiia blancos. La
parte baja del cuello y pecho los lados de la piel del térax de ante de color rosado;
mechones en glandula tarsal y metatarsal blanco opaco; labio inferior con una
mancha negruzca en cada lado; lados del hocico y las mejillas grisaceas
amarillentas; parte superior del hocico y media de cara hasta la frente escasamente
cubierto con pelos muy cortos, de color marrén oscuro, mezclados con un pocos y
esparcidos pelos blancos; areas orbitales amarillento-blanquecinas; parte superior
de la cola , medianamente canela en la base haciéndose canela palida haciéndose
parda hacia la punta.

El craneo un poco mas pequefio que para O. virginianus texanus, con maxilar
mas corto, el craneo es mas grande que para O. virginianus toltecus y O. virginanus
thomasi.

Las principales medidas zoométricas (mm) reportadas para el individuo “tipo”
(hembra) longitud total 1500, cola 225, pata trasera 375, altura al hombro 760. En
general el venado cola blanca del norte de Veracruz se distingue por tener una
coloracién mas palida en comparacion con sus vecinos geograficos del norte y oeste
que presentan coloraciones mas oscuras y opacas.

La literatura cientifica asociada a la descripcién original de subespecies de
venado cola blanca de hace ya mas de un siglo se ha basado en caracteristicas
cualitativas y algunas cuantitativas pero siempre fenotipicas y en ocasiones sobre
un reducido numero de ejemplares. Esta situacion presenta una gran oportunidad
para consolidar y validar la clasificacion de subespecies utilizando herramientas

genéticas moleculares.

VARIABILIDAD GENETICA COMO RESULTADO DE FUERZAS EVOLUTIVAS

La variacion genética a partir de la recombinacion de genes puede llevar a
caracteristicas fenotipicas distintivas entre individuos pero no a la formacién de
nuevos alelos. La mutacion, que da lugar a la presencia de nuevos alelos capaces
de generar recombinacion de genes totalmente nuevos, es el medio por el que se

pueden formar nuevas especies. La incidencia de mutaciones y su continuidad en
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una poblacion, son fendmenos esporadicos, por lo que esta fuerza evolutiva solo se
presenta en magnitud reducida en tiempo y espacio aunque su persistencia como
nuevos alelos, da lugar a la formacion de especies (Klug et al., 2006).

Ademas de la mutacion, existen otras fuerzas evolutivas a partir de las cuales se
puede esperar tanto cambios en la integracién de alelos como la desaparicion de
otros en una poblacién determinada y son: seleccion, deriva genética y migracion,
las cuales se describen a continuacién y pueden variar en la magnitud de expresion
o permanencia por la interaccién de factores demograficos, ambientales y de
historia de vida (Frankham et al., 2002; DeYoung et al., 2005).

MUTACION

La mutacién es considerada como responsable de toda la diversidad genética y
por ende, el camino para la regeneracién de la pérdida de esta diversidad; se puede
definir como el cambio genético repentino en los alelos o0 cromosomas que engloba
modificaciones en las secuencias de ADN, en el orden de un loci a través de los
cromosomas y el cambio en el numero de estos. Las mutaciones surgen a partir de
errores espontaneos tanto en la replicacion del ADN como en la meiosis que pueden
generarse por sustitucion de bases, adiciones y deleciones a partir de la duplicacion
de genes, siendo las mutaciones mas importantes aquellas que afectan a los loci
para rasgos de aptitud y las mas notables las letales y deletéreas (Frankham et al.,
2002). Los cambios debido a mutacion son constantes a través del tiempo y pueden
incrementarse por factores de estrés, y debido a agentes quimicos mutagénicos y

ambientales particulares como la radiacion (Klug et al., 2006).

SELECCION

La seleccion es la principal fuerza que desplaza las frecuencias alélicas y puede
ser definida como cualquier proceso a favor de ciertos genotipos 0 su expresion
fenotipica por sobre otros a raiz de diferencias en sobrevivencia y reproduccién
entre individuos; la seleccion influencia la diversidad genética de poblaciones debido
a la desviacion de las frecuencias genotipicas esperadas en los adultos con base en
ciertas combinaciones de genes que pueden resultar menos viables como por
ejemplo la homocigosis (DeYoung et al., 2005). Otra manera de influencia de la

seleccion es el barrido selectivo que ocurre cuando surge una mutacién ventajosa o
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cuando las condiciones ecolégicas cambian abruptamente a favor de ciertos

genotipos en un término conocido como “hitchhiking” (Hedrick, 2000).

DERIVA GENETICA

La deriva genética es la fluctuacion aleatoria de las frecuencias alélicas entre
generaciones, tiene lugar cuando el numero de individuos que se reproducen en una
poblacion es demasiado pequefio para asegurar que todos los alelos del conjunto
de genes mantendran sus frecuencias al pasar a la siguiente generacién y presenta
una correlacién negativa con el tamafo efectivo de poblacion (Wright, 1931; Klug et
al., 2006).

MIGRACION

La migracion tiene lugar cuando los individuos se desplazan entre las
poblaciones ocasionando un flujo genético de nuevos alelos resultado de la
reproduccién satisfactoria entre individuos de distintas poblaciones, esta movilidad
se puede ver afectada principalmente por la calidad y continuidad del habitat y
resultar en patrones de dispersion y comportamiento reproductivo alterados, lo que
puede ocasionar el aislamiento de una poblacion y con ello la fijacion de diferentes
combinaciones alélicas para multiples loci (Hedrick, 2000; DeYoung et al., 2005).

La respuesta en las frecuencias alélicas a partir de las fuerzas evolutivas
descritas anteriormente depende de la variabilidad genética inicial de una poblacion
y de los individuos que la transmiten por lo que se define al tamano efectivo de
poblacion como el numero de individuos reproductores que tienen la misma
probabilidad de contribuir con gametos a la siguiente generacion, y es considerada
una de las mas importantes determinantes de variabilidad genética en poblaciones
silvestres (Crandall et al., 1999; Klug et al., 2006).

En sinergia con las fuerzas evolutivas descritas se ha identificado una condicion
que puede influir sobre la variabilidad genética de una poblacion; esta condicion se
da con base en las practicas de manejo para la restauracién de poblaciones en
decremento. Una de estas practicas es la incorporacion a poblaciones en riesgo de
extincion de algunos individuos provenientes de poblaciones viables; sin embargo,
la variabilidad genética de estos individuos insertos es menor a la de su poblacion

de origen (Broders et al., 1999). Si para este fin se utilizan poblaciones altamente
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disimiles, la viabilidad de la poblacion puede ser amenazada por un fendmeno

conocido como depresion por exogamia (Templeton, A. R., 1986).

TECNICAS MOLECULARES PARA LA MEDICION DE VARIABILIDAD
GENETICA

Las técnicas moleculares utilizadas para determinar la variabilidad genética a
partir de la secuenciacion de ADN han probado ser una herramienta de mayor
certeza respecto a los acercamientos con base en mediciones fenotipicas, ya que
estas solamente son una aproximacion debido a que no determinan de forma directa
la variabilidad alélica sino tan solo la manifestacion de ella.

El estudio del ADN permite entender mejor los procesos poblacionales como la
dispersién de individuos mediante marcadores moleculares heredados de forma
uniparental, tal es el caso del ADN mitocondrial (ADNmt) o aquellos asociados al
cromosoma Y; el grado de hibridacién entre especies o subespecies con traslape en
su rango de distribucion y la reconstruccion de la historia evolutiva en especies

aisladas, estos entre otros usos (DeYoung et al., 2005; Klug et al., 2006).

MARCADORES MOLECULARES COMO HERRAMIENTA PARA MEDIR LA
VARIABILIDAD GENETICA

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN heredados por los
progenitores a su descendencia y son clasificados segun la forma de herencia,
ubicacién en el genoma y el método aplicado para la identificacién de los mismos
(Avise, 1994; DeYoung et al., 2005). Hedrick (2000) sefiala a los marcadores
genéticos como una herramienta para determinar la variabilidad genética entre
individuos aislados, dentro de una poblacién y entre poblaciones, a partir del
porcentaje de loci heterocigotos y combinaciones alélicas para cada locus.

DeYoung et al. (2005) indican que los marcadores moleculares aplicados en
fauna silvestre han permitido estudios a profundidad en temas como: definicion de
unidades de manejo con base en diferencias en frecuencias alélicas; asignacion de
individuos de origen desconocido a una poblacion de origen mas probable por
pruebas de asignacion; estimar la abundancia de algunas especies silvestres a
partir de heces y pelos colectados en campo; identificacion del género de individuos

especificos a partir de la presencia de marcadores propios a cromosomas género
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especifico en células de tejidos diversos. A continuacion se desglosa la naturaleza

de estos marcadores moleculares.

PROTEINAS COMO MARCADORES MOLECULARES

La electroforesis de proteinas es aplicando una carga eléctrica en una muestra
cargada en un gel principalmente de acrilamida que da como resultado la
visualizacién de variantes tefiidas de manera histoquimica y cada una de estas
representa una mutacion resultado de un reemplazo de aminoacidos. La principal
desventaja es que se subestima la variacion genética debido a que las mutaciones
no siempre resultan en reemplazamiento de aminoacidos o no alteran la carga neta
de la proteina, haciéndola indetectable. En promedio la heterocigosis detectada de

esta forma es solamente del 4-5% para mamiferos (Honeycutt, 2000).

POLIMORFISMOS DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP)

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFPL) se generan
de la digestion del ADN gendmico o fragmentos de ADN, con endonucleasas de
restriccion que reconocen combinaciones de bases especificas. Los fragmentos son
llevados a electroforesis en gel y visualizados mediante tincion. Los RFPL permiten
medir la variacion genética dentro y entre poblaciones, una de las mayores
desventajas de su uso es la subestimacion de la variacion genética debido a que
sblo se reconocen mutaciones en los fragmentos reconocidos por la enzima de
restriccion o aquellas mutaciones que cambian la longitud del fragmento de

restriccion (DeYoung et al., 2005).
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SECUENCIACION DIRECTA DE NUCLEOTIDOS

Con la secuenciacion directa de nucledtidos se alcanza una medicion mas exacta
de la variacion genética en comparacion a otros marcadores moleculares debido a
que todos los nucleédtidos pueden ser visualizados. Los datos de la secuenciacion
directa de nucleétidos pueden ser aplicados a un amplia gama de problemas que

van desde el nivel de individuos hasta entre especies (Nei y Kumar, 2000).

MICROSATELITES DE ADN

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN en tandem (2-5 pares de
bases) que se encuentras a través de los genomas de la mayoria de los eucariontes
(Tautz, 1989). Ellegren (2000) propone, que la variacion de los loci de microsatélites
es el resultado del deslizamiento de la cadena de ADN, proceso que agrega o
elimina unidades repetidas en la replicacion del ADN, teniendo como resultado una
elevada tasa de mutacién (103 a 10 por generacion)

Los microsatélites de ADN son ideales para estudios de estructura genética
poblacional, relaciones genéticas, patrones de flujo genético, deriva genética y
cambios en el tamafio de poblacién debido a altos niveles de polimorfismo.

De acuerdo con Honeycutt (2000), la estimacion de heterocigosis mediante este
método es diez veces mayor que mediante el uso de proteinas en grandes

mamiferos.

POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO SIMPLE (SNP)

Los loci SNP se caracterizan tanto por sustituciones de nucleétido simple como
por eventos de insercidon-deleciéon sencilla (Primmer et al., 2002). Aunque los SNP
pueden brindar mucha informacién relacionada con la variacién genética dentro y
entre poblaciones, presenta limitantes respecto a la amplitud de estudios para
especies de fauna silvestre (Brumfield et al., 2003). Algunas de las limitantes de los
SNP enunciadas por DeYoung et al. (2005): primero, la deteccién de alelos en un
locus se dificulta en individuos heterocigotos. Segundo, dado que la variaciéon en
locus SNP es generalmente bialélica, el uso de este marcador esta limitado a
estudios de filiacion y parentesco. Tercero, la caracterizacion y genotipeo de un gran

numero de SNP puede ser muy caro y tardado.
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POLIMORFISMOS EN LA LONGITUD DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
(AFLPS)

Los AFLPs provienen de Ila digestion del ADN gendmico mediante
endonucleasas de restriccion para ligarse a adaptadores en los extremos digeridos,
los cuales representan los “primers” o cebadores para la amplificacion mediante
PCR (Vos et al., 1995), logrando de esta manera producir un gran namero de
fragmentos con los que se puede analizar la variacion genética en toda la amplitud
del genoma entre y dentro de individuos, poblaciones y especies con base en los
patrones de bandeo (Rivera-Ocasio et al., 2002). La desventaja principal de los
AFLPs radica en que los patrones de bandeo no siempre son reproducibles y deben

analizarse con precaucion.

MARCADORES DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES

En los mamiferos, los cromosomas sexuales son diferenciados como X y Y, el
macho es heterogametico (XY); en el caso de las aves los cromosomas sexuales
son Zy W y la hembra es la heterogametica (ZW). En los humanos, el cromosoma Y
tiene cerca de 20 genes, la secuencia restante consta principalmente de elementos
repetidos salvo por la region seudoautosomal del cromosoma “Y” de los mamiferos,
este cromosoma es escasamente homaélogo con el “X” y no presenta recombinacion.
El cromosoma Y en el macho es referido como el equivalente al ADNmt en términos
de herencia (Marshall y Shetty, 2001).
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MARCADORES DE ADN MITOCONDRIAL (ADNmt)

La mitocondria es un organelo celular con genoma propio, de funcién y
organizacién semejantes al genoma de las bacterias, situacién que dio lugar a la
suposicion que las mitocondrias son descendientes de organismos procariontes de
vida libre que se convirtieron en simbiontes intracelulares de células huéspedes
nucleadas (eucarionte amitocondriado) con un pobre desarrollo de endomembranas
y ausencia de otros organelos, supuesto que se denomind como teoria
endosimbidtica (Lang et al., 1999; Klug et al., 2006).

El ADN de la mitocondria (ADNmt) es una molécula cerrada de forma circular de
longitud aproximada a los 17,000 pares de bases, consta de dos genes de ARN
ribosomal (ADNr), 22 genes de ARN de transferencia (ARNt), 13 genes de proteinas
codificantes y una regidon control (D-loop) no codificante la cual controla la
replicacidén y transcripcion de la molécula; no presenta recombinacion y tiene una
tasa excepcionalmente alta de sustitucion y polimorfismo (estimada en 2% de
divergencia de secuencias por cada millén de afios en mamiferos y de cinco a diez
veces mayor que en ADN nuclear) debido a que es replicado muchas mas veces y
su reparacion es menos eficiente que para el ADN nuclear ademas que el organelo
se encuentra en un ambiente corrosivo rico en oxigeno; por tanto se considera la
molécula adecuada para definir lineas especificas de descendencia materna
(Douzery y Randi, 1997; Frankham et al., 2002; DeYoung et al., 2005).

El ADNmt en vertebrados es una molécula de herencia materna que presenta
minima recombinacién, evoluciona de manera mas rapida que el ADN nuclear y es
la molécula ideal para comparaciones dentro y entre especies. Ha servido para
realizar estudios de filogeografia que revelan patrones de variacion genética
resultado de barreras para el flujo genético (Avise, 2000) los cuales se usan para
identificar regiones geograficas de alta divergencia y proveer asi, una excelente
herramienta para el manejo y la conservacion de unidades genéticamente distintas
(Proudfoot et al., 2006).
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FILOGEOGRAFIA
La filogeografia es una disciplina de reciente creacién que permite relacionar los

linajes de genes dentro y entre especies estrechamente relacionadas, basandose en
su distribuciéon geografica aplicando marcadores moleculares. Una de las premisas
en que se basa la filogeografia es que el flujo genético a través del tiempo deja
patrones que pueden reconocerse y que son marcas de historias poblacionales
particulares. Lo anterior con el fin de resolver preguntas y problemas en ecologia y
microevolucion relacionados con factores demograficos, de fragmentacion y la
dinamica de barreras geograficas que hayan influenciado el patréon actual de
diversidad genética y similitud (Avise, 2000, 2009; Vazquez, 2007).

La filogeografia se desarrolla con base en la teoria de coalescencia la cual
determina que todos los miembros de una poblacion estan genealégicamente
ligados a ancestros comunes en algun momento de la historia; para lograr definir
ese ancestro comun, la filogeografia requiere de un rastro directo transmitido de
generacion en generaciéon y de manera unilateral, siendo el ADNmt y los genes
ligados al cromosoma Y (en mamiferos) las moléculas adecuadas para el estudio;
algunos aspectos fundamentales del estudio filogeografico son: la unidad de estudio
es el individuo, y mas estrictamente el haplotipo; se evaluan polimorfismos que son
unicos (no se repiten) y definen claramente la filogeografia de los mismos; utiliza
arboles de genes con base en haplotipos y no arboles de especies con los que

puede trazarse la filogenia (Vazquez, 2007; Avise, 2009).

REDES DE HAPLOTIPOS

La reconstruccion de filogenias es una herramienta para establecer las relaciones
genealdgicas entre grupos de organismos; la estimacion de las relaciones a nivel de una
poblacion, conlleva distintas dificultades al utilizar los métodos tradicionales para esta
reconstruccion. Los meétodos tradicionales tales como parsimonia, neighbour-joining y
maxima verosimilitud, de acuerdo con lo mencionado por Clement et al. (2000) asumen que
no es posible la recombinacion de secuencias en una misma poblacion y que los haplotipos
ancestrales ya no se encuentran presentes en ella, los cuales, de acuerdo con la teoria de

coalescencia, seran los mas frecuentes. Por lo anterior, es necesaria una
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aproximacién alternativa que estime la genealogia de genes a nivel de poblacién,
tomando en cuenta los fendmenos a nivel poblacional.

Las genealogias con niveles de divergencia a nivel poblacional que no presentan
bifurcacion por los métodos tradicionales, pueden analizarse con un mayor detalle
mediante las redes de haplotipos, esto gracias a la metodologia desarrollada por
Templeton et al. (1992) la cual emplea las secuencias de nucleétidos para inferir
genealogias dentro de una poblacion cuando las divergencias son pequefas. Las
redes de haplotipos pueden dar origen a los arboles multibifurcantes a nivel
intraespecifico con secuencias con poca recombinacion, donde un unico haplotipo
puede originar varios haplotipos para formar lo que se conoce como red de

haplotipos.

USO Y APLICACION DE LOS METODOS MOLECULARES EN SUBESPECIES
DE COLA BLANCA

La aplicacion de los métodos moleculares en especies silvestres aunque
relativamente reciente, son bastos y se han desarrollado bajo el uso de distintas
herramientas; la amplitud en su uso engloba estudios entre y dentro de taxones,
siendo el mayor interés en estudios de vertebrados, los mamiferos y peces en
quienes se ha centrado la atencion (Vazquez, 2007); algunos estudios de amplio
alcance delimitan las relaciones entre vertebrados (Johns y Avise, 1998) otros mas
especificos entre especies como es el caso del estudio de Randi et al. (2001) donde
se obtuvo la relacién entre veinticinco taxones de la familia de los cérvidos y se
refuta la monofilia actual de los venados con astas.

Anderson et al. (2002) refieren que los primeros estudios genéticos en cola
blanca emplearon tanto la electroforesis de proteinas como el ADNmt para el
estudio de patrones de estructura genética de poblaciones y variacion geografica;
siendo desde entonces que la filogeografia ha permitido refutar descripciones
historicas de caracterizaciones fenotipicas, tal es el caso del estudio de Ellsworth et
al. (1994) que objeta las subdivisiones taxondmicas de subespecies de venado cola
blanca del sureste de Estados Unidos basadas en morfologia. Otro estudio similar
es el conducido por Moscarella et al. (2003) en el que se encontré6 mayor

divergencia genética entre subespecies de cola blanca distribuidas en Venezuela
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que las de Norte América, inclusive mayor que dentro de poblaciones de venado
bura.

La variabilidad genética y relacion filogeografica del venado cola blanca en
México cuenta con estudios poco concluyentes pero que permiten esbozar la
situacion de las subespecies distribuidas hacia el norte y centro de México; la
estructura genética entre subespecies esta bien definida excepto para la subespecie
O. v. texanus (Logan et al., 2007) y algunas subespecies con distribucion adyacente
que presentan haplotipos compartidos. Otras subespecies estudiadas no comparten
haplotipos entre ellas de acuerdo con lo sefalado, en los estudios de De la Rosa-
Reyna et al., (2012); Ambriz, (2012) y Hernandez, (2014).

A pesar de los estudios realizados para las subespecies de venado cola blanca,
los resultados aun no son concluyentes, distintos autores hacen hincapié en realizar
estudios mas profundos incluyendo algunas variaciones, por ejemplo el uso de
distintos marcadores moleculares simultaneos para determinar la situacion

filogeografica de las 14 subespecies identificadas en México.
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MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO Y OBTENCION DE MUESTRAS
Las muestras de tejido de venado cola blanca provinieron de UMA’s registradas

con aprovechamiento cinegético en la regiéon Golfo de México (Tamaulipas,
Veracruz, Campeche y Yucatan) ademas de Coahuila y Nuevo Ledén dada la
distribucion de O. v. texanus. Con propietarios y técnicos de las UMA’s se definio el
protocolo de obtencion, manejo y envio de las muestras. Para efecto del manejo in
situ de cada muestra se proporcionéd un kit elaborado por los integrantes y
colaboradores del laboratorio de reproduccion de venados del Campus San Luis
Potosi del Colegio de Postgraduados.

Los tejidos colectados fueron: higado, corazén, cartilago auricular y musculo. Las
muestras de tejido fueron identificadas, registrando su origen geografico y
preservadas individualmente en alcohol a 95° dentro de un congelador a -30° C en
el laboratorio de Reproduccion de venados del campus San Luis Potosi del Colegio

de Postgraduados.

EXTRACCION DE ADN GENOMICO
Las muestras fueron procesadas en el laboratorio al menor tiempo transcurrido

de recibidas para evitar cualquier degradacion posible, el paso inicial fue la
extraccion de ADN gendmico mediante el kit comercial DNeasy Blood & Tissue de
QIAGEN (Cat. No. 69506) apegandose al instructivo y especificaciones
correspondientes. El protocolo para la preparacién de las muestras consistié de las
acciones siguientes:

De cada muestra se pesaron 25 mg de tejido que fueron troceados con bisturi y
aguja de diseccion sobre un portaobjetos. Los 25 mg de la muestra se depositaron
en un tubo de 2 ml, agregando 180 pl del buffer ATL y 20 pl de proteinasa K
agitando en vortex, e incubando a 56°C hasta que el tejido estuvo lisado.
Posteriormente se agregaron 200 ul de buffer AL con una nueva agitacion,
afadiendo 200 ul de etanol (96-100%) agitando nuevamente. A la mezcla obtenida
se le colocd en una columna con tubo de colecta, se centrifugé a 8000 rpm, la
columna se transfiri6 en un nuevo tubo colector y se afiadieron 500 ul de buffer

AW1, se centrifugé nuevamente por 1 minuto a 8000 rpm. La columna se coloco en
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un tubo nuevo y se agregaron 500 ul de buffer AW2, se centrifugd por 3 minutos a
14000 rpm. Para obtener el ADN gendmico se colocé la columna en un tubo nuevo
de 2 ml, se le agregaron 100 ul de buffer AE directamente sobre el centro de la
columna, se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugd durante 1
minuto a 8000 rpm (dos pasos) para obtener el ADN gendmico en un volumen

aproximado de 200 pl.

AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO D-Loop DE LA REGION CONTROL DEL
ADNmt

A partir del ADN gendmico obtenido de cada muestra, se realiz6 la amplificacion
del fragmento D-Loop de la regién control del ADNmt mediante el protocolo descrito
por Logan-Lopez et al. (2007) y Calderén (2009) a través del procedimiento PCR
(Reaccidon en Cadena de Polimerasa) el cual se describe a continuacion.

En un volumen total de 25 pl:

- 13.8 ul de agua ultra pura

- 5 yl de buffer (1X)

- 2 ul de MgClI (2.0 mM)

- 0.5 pyl de dNTPs (0.2 mM)

- 0.5 pl de cada iniciador (DLF 5 ATCGCCCACTCTTTCCTCTT3 y DLR 3
TCAGTGCCTTGCTTTATTGTS’)

- 0.2 yl de Taq polimerasa (1U)

- 2.5 yl de ADN gendmico (125 ng aprox.).

La PCR se realiz6 bajo la siguiente programacion en el termociclador:

e Activacion de la polimerasa a 95° C por 3 minutos
e Desnaturalizacién 95° C por 30 seg
e Alineamiento 55°C por 30 seg

e Polimerizacion 72° C por 30 seg

La correcta ejecucion de la PCR se verificO mediante gel de agarosa al 1.5% con
marcador de peso molecular de 1000 pares de bases en camara de electroforesis a
100 volts por 40 min.
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Previo a la secuenciacion de los productos de PCR, éstos fueron cuantificados
mediante un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop ND-2000 1-position
Spectrophotometer del laboratorio de Huella Genética, Instituto de Recursos
Genéticos y Productividad, Colegio de Postgraduados, campus Montecillo.

Los productos de PCR cuantificados se enviaron a la empresa MacroGen
(Corea) para obtener la secuencia del fragmento de la region control de ADNmt de

cada una de las muestras de tejido de venado cola blanca.

ANALISIS ESTADISTICO
La diversidad genética se definidé dentro y entre subespecies (poblaciones) por

medio del calculo de los indices de diversidad haplotipica (h) y de diversidad
nucleotidica (). La estructura genética se defini6 mediante la estimacion del indice
de fijacion (Fst) y el flujo genético (M). La relacion filogenética se determind por
medio del método de distancia genética maxima verosimilitud y Neighbor-Joining
(Castillo et al., 2007).

DIVERSIDAD GENETICA
Para determinar la diversidad genética se realizd un analisis de varianza

molecular (AMOVA) utilizando los haplotipos en dos niveles: entre las subespecies y
dentro de las subespecies (Excoffier et al., 1992).

Para describir la diversidad dentro de cada subespecie (poblacién), se estimo el
indice de diversidad haplotipica (h, probabilidad de encontrar dos haplotipos
diferentes en la muestra). Este tipo de diversidad se expresa en términos de Pi con

la siguiente férmula:

Donde Xi es el numero de copias que contiene un gen en una muestra, n es el
tamafo de muestra y Pi es la frecuencia haplotipica. Con este indice se calcula la

frecuencia de las variantes haplotipicas en una poblacién (Schneider et al., 2000).
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Este analisis se realizé usando el programa Arlequin version 3.5.1.3 (Excoffier et al.,
2007).

También se calculé la diversidad nucleotidica (probabilidad de que dos
nucledtidos con homologia de posicion tomados al azar sean diferentes) (Excoffier

et al., 2007), esta diversidad se expresa en términos de 1T con la siguiente formula:

7 —_" vk vk 5
n= EZi:le:l P;P;d,

~

Donde 7t es un estimador del numero de mutaciones ocurridas, desde la
divergencia haplotipica i y j, k es el numero de haplotipos, P; es la frecuencia del
haplotipo I, n es el tamafio de muestra. Este analisis se realizdé usando el programa
Arlequin version 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2007).

INDICE DE FIJACION (FsT)

El indice de fijacion, Fst 6 ®st, es una medida de estructura o diferenciacion
genética que representa como se encuentra distribuida la variabilidad genética y
toma valores de 0 a 1. Si Fst es igual o muy cercano a cero, indica que las
frecuencias alélicas son idénticas en todas las poblaciones o que no ha existido
diferenciacion entre ellas, en otras palabras, la variabilidad genética se encuentra
distribuida de forma homogénea en todas las poblaciones. Si por el contrario, Fst es
igual o cercano a uno, las poblaciones se encuentran fijjadas en alelos diferentes, las
frecuencias alélicas son totalmente distintas, en otras palabras, la variabilidad se
encuentra de forma heterogénea entre las poblaciones (Chassin, 2000; Eguiarte et

al., 2007). Fst se puede definir como:

Fsr =

Hqu nqN

Donde Fst es el indice de fijacion; o2 es la covarianza entre grupos y ¢# es la

covarianza total (Excoffier et al., 2007).
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FLUJO GENETICO (M)

El flujo genético se define como el numero de migrantes entre dos poblaciones
por generacion. Asume que dos poblaciones intercambian una fraccion de migrantes
en cada generacion. Si el flujo entre poblaciones es alto, entonces todas ellas
evolucionan de manera conjunta, pero si es muy bajo, estas poblaciones comienzan
a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y a la divergencia en
linajes evolutivamente independientes (Slatkin, 1994; Eguiarte et al., 2007; Excoffier
et al., 2007).

1-F
y = L= Fsr
2F¢r

Donde M es el numero de migrantes entre la poblacion en una generacién y Fst

es el indice de fijacion.
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RED DE HAPLOTIPOS

La red de haplotipos se desarrolld6 mediante el programa de computo TCS
“Phylogenetic network estimation using statistical parsimony” (Clement et al., 2000),
utilizando el algoritmo de Templeton et al. (1992), el cual estima el numero maximo
de diferencias de pares de bases entre secuencias, atribuibles a una serie de
mutaciones unicas en cada sitio de la secuencia; el programa no conecta a la red
los haplotipos que difieren por un niumero de pares de bases que exceda dicho
limite; el algoritmo conecta los haplotipos que difieren por una sola mutacion,
enseguida los que difieren por dos, luego tres y asi sucesivamente, hasta que se

alcance el limite o hasta que se unan todos los haplotipos (Vazquez et al., 2009).

RESULTADOS
ORIGEN GEOGRAFICO DE HAPLOTIPOS

La distribucion de los puntos de origen geografico de las muestras a partir de las
cuales se obtuvieron los haplotipos fue como se muestra en la serie de Figuras 2 a
5. A partir del analisis de las 47 secuencias de las muestras originales (O. v. texanus
(n=16), O. v. veraecrucis (n=17), O. v. thomasi (n=4) y O. v. yucatanensis (n=10)) se

obtuvieron mediante el programa DNAsp5, 46 haplotipos para las cuatro

v

subespecies.

|

Figura 2. Origen geografico de los haplotipos (1-15) dentro del area de distribucion
de O. v. texanus (verde).
26



Figura 3. Origen geografico de los haplotipos (20, 29 y 30) de la porcién sur del
area de distribucion de O. v. veraecrucis (Tamaulipas y norte de Veracruz) (gris).

cP

i

Figura 4. Origen geografico de los haplotipos (16-19, 21-28, 31 y 32) dentro de la
parte centro del area de distribucion de O. v. veraecrucis (centro de Veracruz).
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Figura 5. Origen geografico de los haplotipos 33 - 36 dentro del area de distribucion
de O. v. thomasi (azul claro) y de los haplotipos 37 — 46 en la distribucion de O. v.
yucatanensis (azul oscuro).

FRAGMENTO D-Loop DE LA REGION CONTROL DEL ADN MITOCONDRIAL
El fragmento obtenido a partir de la amplificacion por PCR de cada una de las 47

muestras después del alineamiento y edicion en el programa MEGA 6, por medio
del método ClustalW fue de 468 pares de bases, con 73 sitios conservados.

La composicién de nucledtidos de las 47 secuencias, existieron en promedio
93.7 transiciones y 96.2 transversiones. Las secuencias del fragmento D-Loop del
ADNmt de las subespecies estudiadas estuvieron compuestas en mayor porcentaje

por timinas y adeninas, en menor por guaninas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Composicion nucleotidica de cuatro subespecies de venado cola
blanca en la regién del Golfo de México. C = citosina, T = timina, A = adenina
y G = guanina.

Subespecie Nucleétido (%)

Cc T A G
O. v. texanus 22.37 31.27 30.36 16.00
O. v. veraecrucis 22.99 31.23 30.23 15.55
O. v. thomasi 23.33 29.86 30.46 16.36
O. v. yucatanensis 23.80 29.34 29.79 17.07

DIVERSIDAD GENETICA
De las 47 secuencias obtenidas a partir de las muestras originales se obtuvieron

los haplotipos, de los cuales unicamente uno fue compartido dentro de la
subespecie O. v. texanus, por lo que el analisis fue con base a 46 haplotipos en

total. Entre subespecies no se comparten haplotipos. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Diversidad de haplotipos dentro y entre 4 subespecies en la region
del Golfo de México.

Subespecie O.v. 0. v. 0. v. O.v.
texanus veraecrucis thomasi yucatanensis

Secuencias 16 17 4 10

analizadas

Haplotipos 15 17 4 10

identificados

Haplotipos 0 0 0 0
compartidos entre

subespecies

Haplotipos 1 0 0 0
compartidos dentro

de subespecies
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El valor estimado de h es muy cercano a uno, los haplotipos son distintos tanto
dentro como entre subespecies excepto para O. v. texanus que es de 0.9917 ya que
como se mencion6é se comparte unicamente un haplotipo en esta subespecie. La
diversidad nucleotidica (1) es variable entre las subespecies, existiendo una mayor
variabilidad de nucleétidos en O. v. thomasiy O. v. yucatanensis (Cuadro 4).

Cuadro 4. Diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1) de 4 subespecies
de la region Golfo de México.

Subespecies N Haplotipos h m

O. v. texanus 16 15 0.9917 0.050091
O. v. veraecrucis 17 17 1 0.086381
O. v. thomasi 4 4 1 0.120715
O. v. yucatanensis 10 10 1 0.347973
Total 47 46 0.9979 0.15129

ESTRUCTURA DE LAS POBLACIONES
Del analisis de Varianza Molecular (AMOVA) se obtuvo 19.78 % de variacion

genética entre subespecies y 80.22 % de variacion dentro de las subespecies. El
indice de fijacion (Fst) fue significativo y diferente de cero (0.19781, P < 0.05) lo

que indicé diferenciacidon genética entre las subespecies (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA).

Fuente de Variacion Grados de libertad Suma Cuadrados Porcentaje de
Variacion

Entre subespecies 3 336.860 19.78

Dentro de 43 1302.395 80.22

subespecies

Total 46 1639.255
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Las subespecies con mayor cercania genética de acuerdo con el Fst fueron O.v.
thomasi y O.v. yucatanensis y las mas alejadas entre si fue la primera con O.v.
texanus, con valores de Fst de 0.00058 y 0.36635, respectivamente (Cuadro 6).
Cuadro 6. Valores poblacionales de FST pareados (debajo de la diagonal) y

de flujo genético M (sobre la diagonal) para comparaciones entre cuatro
subespecies de Odocoileus virginianus.

Subespecie O.v. texanus O.v. veraecrucis O.v. thomasi O.v.
yucatanensis
O.v. texanus 2.57069 0.86481 1.45378
O.v. veraecrucis 0.16283 1.89683 1.81682
O.v. thomasi 0.36635 0.20861 infinito
O.v. yucatanensis 0.25591 0.21581 0.00058

Las subespecies con mayor flujo genético (P < 0.05) fueron O. v. thomasiy O. v.
yucatanensis y aquellas con menor flujo compartido O. v. texanus y O. v. thomasi,
con valores de M en el primer caso hacia el infinito y para las de menor flujo 0.64888
(Cuadro 6).

ANALISIS FILOGENETICOS
Los analisis filogenéticos mediante los métodos de maxima verosimilitud y

Neighbor-Joining mostraron un agrupamiento similar, siendo las subespecies de
mas al sur (O. v. thomasi y O. v. yucatanensis), las secuencias mas conservadas y
a partir de las cuales se diverge hacia las demas secuencias analizadas. Con
respecto a las subespecies O. v. texanus y O. v. veraecrucis, la agrupacion de

ambas es compartida dentro y entre clados.
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Figura 6. Analisis filogenético de 46 haplotipos obtenido por el método de Maxima
verosimilitud. Las distancias evolutivas fueron calculadas con base en el modelo
Tamura 3-parametros. La tasa de variacién entre sitios fue modelada con la
distribucion Gamma. Los numeros en las bifurcaciones representan los porcentajes
de 1000 réplicas de bootstrap, solo se muestran los valores mayores a 50 %. Las
posiciones que contenian datos perdidos fueron eliminadas.
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Figura 7. Analisis filogenético de 46 haplotipos obtenido por el método de Neighbor-
Joining. Las distancias evolutivas fueron calculadas con base en el modelo Tamura
3-parametros. La tasa de variacion entre sitios fue modelada con la distribucion
Gamma. Los numeros en las bifurcaciones representan los porcentajes de 1000
réplicas de bootstrap, solo se muestran los valores mayores a 50 %. Las posiciones
que contenian datos perdidos fueron eliminadas.
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RED DE HAPLOTIPOS

En total se ligaron 14 haplotipos, el haplotipo 17 (subespecie O. v. veraecrucis)
fue el nodo convergente de cinco haplotipos de la misma subespecie y de ocho de
la subespecie O. v. texanus. Los haplotipos 1 y 2 de la subespecie O. v. texanus
estan unidos por una ligadura con tres pasos mutacionales (Figura 8). Aquellos
haplotipos ligados en la red que presentan pocas mutaciones, son muy cercanos en
distribucion y/o el numero de muestra es suficiente para el espacio geografico. Los
haplotipos con varios pasos mutacionales puede ser indicativo de que los mismos
tuvieron un intervalo de tiempo muy amplio que permitié la dispersion en varias
poblaciones (Vazquez et al., 2009).

En la red de haplotipos desarrollada no se registré conexién en entre 5 y 11
haplotipos de O. v. texanus y de O. v. veraecrucis, respectivamente; practicamente
ninguno de los haplotipos de O. v. tomasi y O. v. yucatanensis registraron conexion
entre ellos ni entre subespecies. Una red con haplotipos sin conexiones con otros
puede responder a diferentes factores entre ellos: a una muestra de tamano
reducido, los individuos colectados son de zonas geograficamente aisladas y sin
aporte en la muestra de individuos de zonas geograficas aledanas a esta zonas
extremas, ocasionando la ausencia de informacion genética intermedia o bien
presencia de huecos geograficos en la distribucién del taxén; y, el numero de
mutaciones supera el limite de parsimonia (Vazquez et al., 2009).

La red de haplotipos de la Figura 8, presenta un arreglo que podria interpretarse
de la forma siguiente: hacia el cuadrante superior izquierdo se agrupan los
haplotipos de la subespecie O. v. texanus; en el cuadrante superior derecho los
haplotipos de O. v. veraecrucis; y, en el cuadrante inferior derecho en dos
subgrupos, las subespecies O. v. thomasi con 4 haplotipos y O. v. yucatanensis

con10 haplotipos.
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Figura 8. Red de haplotipos de cuatro subespecies de venado cola blanca. Red
generada con el programa TCS.
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DISCUSION

La cantidad de muestras analizadas para la presente investigacién supera lo
indicado por Hale et al., (2012) para definir estudios genéticos de una poblacion
animal, por lo que las observaciones presentan un grado de certidumbre adecuado.
En otras investigaciones con un menor (Moscarella et al., 2003) o similar
(Hernandez, 2014) numero de muestras analizadas han propuesto tesis sobre la
diversidad genética del venado cola blanca para regiones distintas a la que se
realizd en la presente investigaciéon. Ambos autores advierten que una limitacion en
la obtencién de resultados confiables puede ser el nUmero de muestras para cada
una de las subespecies analizadas.

La distribucién geografica de las subespecies tratadas en esta investigacion
segun lo indicado por Hays, (1872), Mearns, (1898), Merriam, (1898) y Goldman y
Kellog, (1940) coincide con el origen de las muestras colectadas. El grado de
semejanza y disimilitud fenotipica coincide en la cercania geografica de las
subespecies segun lo indicado por Schmidt y Gilbert, (1978) la cual sugiere que
entre subespecies mas lejanas hay una mayor posibilidad de identificar diferencias
fenotipicas.

La diversidad genética del venado cola blanca es homogénea, tanto entre las
subespecies de la region del Golfo de Meéxico estudiadas en la presente
investigacidén asi como en otras investigaciones en México, tal es el caso de Ambriz,
(2012) quien obtuvo h=0.984 y 1m=0.09735 para O. v. mexicanus, O. v. sinaloe y O.
v. acapulcensis; Hernandez, (2014) report6 h=0.98598 y 1m=0.08276 para O. v.
miquihuanensis, O. v. couesi y O. v. mexicanus. Para la misma especie pero en
Venezuela, Moscarella et al., (2003) estiman h=0.988 y 1=0.026 para O. v. goudotti,
O. v. margaritae y O. v. gymnotis.

La menor diversidad nucleotidica de O. v. texanus en la presente investigacion
puede deberse como es referido por Logan et al., (2007) a que la diversidad
genética de esta subespecie se ha erosionando debido a la fuerte presion de
seleccion de individuos con caracteristicas superiores para fines cinegéticos.

La diversidad genética para otros cérvidos es variable aunque conserva la tendencia
de altas en h y mas bajas en T, citando por ejemplo: el ciervo almizclero enano
(Moschus berezovskii) en china, en su poblacion mas diversa h=0.836 y m=0.0568

(Peng et al., 2009); el venado sika (Cervus nippon) h=0.98 y m=0.014 (Nagata et al.,
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1999); Wiehler y Tiedemann, (1998) para el corzo europeo (Capreolus capreolus)
informan h = 0.94 y m = 0.097 subrrayando que esto puede deberse a que las
poblaciones se encuentran pasando por un cuello de botella iniciado durante la
glaciacion del pleistoceno.

Para otras especies de fauna silvestre los valores son mas variables, por
ejemplo: el céndor de california h = 0.524 y m = 0.00333 (Adams y Villablanca,
2007); el bonobo (Pan paniscus) en el Congo h = 0.694 - 0.980 y m = 0.0116 -
0.0256 (Kawamoto et al., 2013).

La distribucion homogeénea y el alto intercambio genético en cada generacion
entre O. v. thomasi y O. v. yucatanensis con base en los indices de fijacion y
migracién indican que estas subespecies histéricamente distintas, pueden
considerarse como una unidad evolutiva significativa, aunque no existe un claro
soporte para conjuntar a estas dos subespecies en una sola. Es conveniente
realizar investigaciones mas puntuales con esfuerzos exhaustivos con el fin de
poder discernir las diferencias o similitudes para realizar aseveraciones como es el
caso de Ellsworth et al., (1994) quienes objetan las divisiones taxonémicas para las
subespecies de venado cola blanca del sureste de Estados Unidos.

El andlisis filogenético situa a las secuencias de O. v. yucatanensis como
ancestrales de entre las secuencias para las cuatro subespecies, su posicién al
origen y a partir de donde diverge el cladograma, permite apoyar la tesis de Geist,
(1998) que el centro de origen del venado cola blanca es Centro América. El
resultado de la red de haplotipos es consistente en relacién a que las subespecies
mas entrecruzadas son las del centro y mas al norte de la distribucién estudiada. El
analisis filogenético refiere a O. v. yucatanensis y O. v. thomasi como las
subespecies mas agrupadas y a partir de las cuales se diverge a las siguientes dos
subespecies, lo cual puede deberse a que la especiacion en mamiferos requiere en
promedio dos millones de afios y las condiciones presentes en el periodo del
Pleistoceno (1.5 millones de afos) jugaron un papel importante en el inicio de la
diferenciacion filogeografica (Johns y Avise, 1998), por lo que las subespecies no
han divergido para poder diferenciarse.

Tanto las instancias encargadas de la vida silvestre en México como es el caso
de la Direccion General de Vida Silvestre, ademas de los propietarios de UMAS y

gestores, deben reconocer y valorar la importancia del habitat particular como
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moldeador para el desarrollo de caracteristicas particulares y distintivas de cada
subespecie, esto como medio para la reglamentacién que impida la translocacion de
organismos entre distribuciones geograficas naturales, entendiendo que cada
organismo tiene un potencial genético per se que debe ser expresado y
aprovechado s6lo mediante un manejo ambiental éptimo.

Los gestores para la actividad cinegética en México deben buscar opciones para
validar como trofeo a cada subespecie y crear incentivos que las hagan atractivas
con el fin de que los exhaustivos trabajos de mejora para trofeos se encuentren
enfocados para cada subespecie la cual ya no seria desplazada por individuos
unicamente de la subespecie texanus, sin perder de vista que la mejora no debe
contemplar la eliminacién de material genético mediante la extirpacion de individuos

que no cumplan con los estandares establecidos para la caceria.
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CONCLUSION

1. La variabilidad genética de las subespecies O. v. texanus, O. v. veraecrucis,
O. v. thomasi y O. v. yucatanensis en la region Golfo de México, fue descrita

a partir de la regién control del ADNmt.

2. Las subespecies de venado cola blanca en la region Golfo de México

presentaron relacion filogeografica y diferenciacion genética.

3. Con base en los resultados de la presente investigacion, O. v. thomasi y O.
v. yucatanensis pueden considerarse como una Unidad Evolutiva

Significativa.

4. La subespecie O. v. texanus tiene un grado de erosion genética ocasionada

por factores antropocéntricos.

5. La presente investigacion contribuye al establecimiento de las bases que
definan nuevas y mejores estrategias para la conservacion y el manejo del
venado cola blanca en México y que permitan ademas la preservacion del
material genético original de cada subespecie, evitando primordialmente la

translocacion de individuos fuera de su distribucion original.
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