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FILOGEOGRAFIA DE OCHO SUBESPECIES DE Odocoileus virginianus
(ZIMMERMANN, 1780) DEL PACIFICO MEXICANO

Ricardo Serna Lagunes, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN
Odocoileus virginianus es un cérvido emblematico de los ecosistemas de México con
interés econdmico por el sector cinegético. Sorprendentemente, existe conocimiento
limitado de la diversidad genética y filogeografia de las subespecies. El objetivo del
estudio fue caracterizar la diversidad y estructura genética, las relaciones
filogenéticas y genealdgicas de ocho subespecies de O. virginianus distribuidas en el
Pacifico Mexicano, area donde son escasos los estudios de esta indole. En Unidades
de Manejo para la Conservaciéon de la Vida Silvestre (UMA), se recolecto tejido de
ocho subespecies de O. virginianus, del cual se extrajo ADN y se secuencio la region
D-Loop del ADNm: en 105 muestras. La relacion de diversidad haplotipica y
nucleotidica de las subespecies indico recientes cuellos de botella, consistente con
los valores negativos de la prueba de Tajima’s D, mientras que la prueba Mismatch
distribution evidenci6 extincion de linajes via deriva génica. EI AMOVA indico que el
97.1% de la diversidad genética esta alojada dentro de subespecies y un 2.9% de la
variacion genética esta dispersa entre subespecies, diferenciando genéticamente a
las subespecies (Fst= 0.02105, p<0.05), que fue corroborado por la disimilitud del
MDS. El filograma de Maxima Parsimonia resolvi6 como clados monofiléticos a cada
subespecie, diferenciando haplogrupos geograficos. La genealogia de genes (red de
haplotipos) mostré que O. v. acapulcensis y O. v. couesi son haplotipos ancestrales
gue originaron haplotipos de O. v. sinaloae. No se detectdé un patrén de aislamiento
por distancia (Mantel test), esto por el limitado flujo génico entre subespecies. Se
concluye que cada subespecie debe considerarse como Unidad Evolutiva

Significativa (ESU) y como Unidad de Operativa de Conservacion (OCU).

Palabras clave: venado cola blanca; red de haplotipos; cuello de botella; ADNmt.



PHYLOGEOGRAPHY OF EIGHT SUBSPECIES OF Odocoileus virginianus
(ZIMMERMANN, 1780) OF THE MEXICAN PACIFIC

Ricardo Serna Lagunes, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015
ABSTRACT
Odocoileus virginianus is a deer emblematic of Mexico ecosystem with economic
interest by the hunting sector. Surprisingly, there is a limited understanding of the
genetic diversity and phylogeography of subspecies that support management plans.
The aim of the study was to characterize the genetic diversity and structure and the
phylogenetic and genealogical relationships of eight subspecies of O. virginianus
distributed in the Mexican Pacific, area where there have been no studies of this kind.
In Management Units for the Conservation of Wildlife, tissue eight subspecies of O.
virginianus was collected, from which DNA was extracted and the D-loop region of
mtDNA in 105 samples was sequence. The ratio of haplotypic diversity and nucleotidic
indicate recent bottlenecks, consistent with the test of neutrality Tajima’s D, while the
test "Mismatch distribution” showed the extinction of lineages via genetic drift.
AMOVA indicated that over 97% of genetic diversity is housed within subspecies and
only 2% of genetic variation is spread between subspecies, resulting genetic
differentiation between subspecies (Fst= 0.02105, p< 0.05), consistent with the
dissimilarity reported by multidimensional scaling analysis. Maximum parsimony
phylogram resolved as monophyletic groups each subspecies, differing geographical
haplogroups. The genealogy of genes (phylogenetic network) showed that O. v.
acapulcensis and O. v. couesi are ancestral haplotypes what originated haplotypes of
O. v. sinaloae. A pattern of isolation by distance (Mantel test) was not detected, this
for genetic flow limited among subspecies. We conclude that each subspecies should
be considered as evolutionarily significant unit (ESU) and operative conservation

(OCU) units with strategies particulars of conservation.

Key words: white-tailed deer; haplotype network; bottleneck; mDNA.
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I. INTRODUCCION

La diversidad genética es un componente necesario que se debe conservar para que la
poblacién pueda adaptarse a las condiciones ambientales y para el mantenimiento a
largo plazo del aprovechamiento. La diversidad genética deriva de cambios
espontaneos (mutaciones) en el ADN y su variacién (polimorfismo), determina la

relacion filogenética y evolutiva de las especies (Frankham et al., 2010).

Mediante el analisis de la diversidad genética de especies en riesgo y de interés
cinegético, por ejemplo de Odocoileus virginianus, ha sido posible identificar las
relaciones genéticas entre subespecies de una determinada regién geogréfica, lo cual
eventualmente aporta elementos sustanciales para el disefio de planes de

conservacion y manejo de las subespecies involucradas (Logan-Lopez et al., 2007).

Los marcadores moleculares son herramientas que permiten el analisis del ADN de O.
virginianus, para el estudio de su diversidad genética. Por sus bases biolégicas y
genéticas, la region D-loop del ADNmi:, se ha usado para inferir las relaciones
filogeograficas en subespecies de O. virginianus en Sudamérica (Moscarella et al.,
2003); este marcador permite inferir, particularmente, sobre la evolucion de la
diversidad genética y las relaciones filogeograficas a nivel taxa (Avise, 2004). El uso de
marcadores moleculares puede contribuir a la restauracién de poblaciones, en la toma
de decisiones en programas de mejoramiento genético e implementar estrategias de
conservacion genética mas efectivas (Arif y Khan, 2009).

En México se distribuyen geograficamente 14 subespecies de venado cola blanca (O.
virginianus), de las 38 que se distribuyen en vida silvestre en el continente Americano;
ocho de ellas son endémicas del pais, juegan un papel importante en el mantenimiento
de la diversidad vegetal y son consideradas como indicadores de ecosistemas
saludables, con bajo grado de perturbacién (Weber, 1993; Villareal, 1999). Las
subespecies distribuidas al norte de Meéxico son de potencial cinegético y sus
poblaciones se encuentran demograficamente estables (IUCN, 2011), pero



genéticamente en riesgo por la translocacion de subespecies en areas de distribucion

natural de otras subespecies (Logan-Lopez et al., 2007).

Actualmente, el manejo de O. virginianus se basa en Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) y bajo el esquema de ganaderia diversificada
(SEMARNAP 1997; INE 2000), que tienen el objetivo de explotar, asegurar la
sobrevivencia y viabilidad de la poblacion de la especie en su entorno natural,
conservando siempre sus caracteres genéticos; aunque la Ley General de Vida
Silvestre (Art. XXXVII y XXXVIIl) no prohibe el traslado a areas no nativas, esto
repercute en el posible entrecruzamiento entre subespecies y directamente en la
pérdida de diversidad genética por exogamia. La exogamia se refiere a la introduccion
de subespecies a zonas de diferente origen geogréfico, que al entrecruzarse con las
subespecies locales, se rompen los complejos génicos coadaptados, facilitando la
pérdida de eficacia biologica (Storfer, 1999), fendmeno reportado en el Orix de Arabia

(Oryx leucoryx) (Marshall y Spalton, 2000).

Si lo anterior sigue en continuo, la erosion genética de O. virginianus surtira efectos
negativos en los caracteres de historia de vida como la reproduccién, desarrollo y
adaptacion al ambiente. Aunado a esto, no existe conocimiento suficiente y previo
sobre el acervo genético de las subespecies de O. virginianus distribuidas en el
Pacifico Mexicano, que apoyen el disefio de programas de conservacion genética. En
este sentido, se planted la presente investigacion, la cual tiene como objetivo aportar
conocimiento de la diversidad genética y estudiar la estructura genética entre y dentro
de las subespecies, para las regiones estudiadas. En aspectos evolutivos, se describen
las relaciones filogenéticas que guardan las subespecies de O. virginianus. La
informacion obtenida puede sustentar el disefio de estrategias de conservacion
genética y programas de mejoramiento genético, para lograr un manejo adecuado de

las subespecies en México.



1.1 Objetivo general

Caracterizar la diversidad y estructura genética, las relaciones filogenéticas y

genealdgicas de las subespecies de Odocoileus virginianus distribuidas en el Pacifico

Mexicano, bajo el concepto de la filogeografia.

1.2 Objetivos especificos

e Describir la diversidad genética y los patrones demograficos histéricos de las

subespecies de O. virginianus.

e Identificar la estructura genética entre y dentro de subespecies y por region

geografica de distribucion de las subespecies de O. virginianus.

e Elucidar las relaciones filogenéticas entre las subespecies de O. virginianus.

e Establecer las relaciones genealdgicas entre las subespecies de O. virginianus.

e Relacionar la distancia genética con la distancia geogréfica entre las subespecies de

O. virginianus.

1.3 Hipotesis

Ho: La diversidad genética de las subespecies de O. virginianus es similar,

independientemente de su distribucion geografica.

Ha: La diversidad genética de las subespecies de O. virginianus es diferencial, debido a
procesos demograficos histéricos y por provenir de diferentes linajes, lo cual permite

diferenciarlas.



1.4 Preguntas de investigacion

¢, Cual es la diversidad genética de las subespecies de O. virginianus distribuidas en el

Pacifico Mexicano?

¢ Cudles son los patrones demograficos histéricos que moldearon la diversidad

genética en las subespecies de O. virginianus?

¢, COmo es la estructura genética entre y dentro de subespecies y por region geografica

de distribucién en el Pacifico Mexicano?

¢,Cual es la relacion filogenética entre las subespecies de O. virginianus distribuidas en

el pacifico mexicano?

¢, Como son las relaciones genealdgicas entre las subespecies de O. virginianus?

¢Existe alguna relacion entre la distancia genética y la distancia geografica de las

subespecies de O. virginianus?



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Filogeografia

Avise (1987), es el pionero en establecer los conceptos y técnicas de estudio de la
filogeografia, definiendola como una multidisciplina que integra diferentes areas del
conocimiento (técnicas de genética molecular, biogeografia, ecologia, demografia,
etologia, paleontologia y genética de poblaciones), encargada del estudio de la micro y
macroevolucion de las especies, con el objetivo de establecer los patrones historicos
de distribucion de las especies a través de sus genes, auspiciada por marcadores

moleculares (Vazquez-Dominguez, 2002).

En general, la filogeografia se ha utilizado para entender el lugar de origen y dispersion
de las especies, su adaptacion a condiciones ambientales particulares (especiacion), la
estructura de la poblacidon mediante el seguimiento de la genealogia de genes y su
correlacién con aspectos geogréficos y/o ecoldgicos, su variacion intra e interespecifica
a nivel poblacion, subpoblaciones o entre poblaciones, cuya informacién es basica para
el reconocimiento de especies o niveles infraespecificos e identificacion de poblaciones

susceptibles de conservacion (Vazquez-Dominguez, 2007).

La filogeografia permite ademas, la identificacion de sitios prioritarios para la
conservacion, como son las Unidades Evolutivas Significativas (ESU por sus siglas en
inglés), grupos operativos o unidades de manejo, con base a sus niveles de diversidad
y distribucién genética, que sirven de apoyo para generar estrategias de manejo
eficiente de las poblaciones de fauna, como por ejemplo implicaciones importantes en

la conservacion de especies (Crandall et al., 2000).

Los niveles de diversidad genética en las poblaciones a lo largo de su distribucion y el
grado en que genéticamente se encuentra estructuradas (diferenciadas), estan
determinados por aspectos biologicos propios de la especie (comportamiento,
reproduccion, principalmente), aspectos ambientales, ecoldgicos, geogréficos,

geoldgicos, histéricos y evolutivos (Arbogast y Kenagy, 2001). En sintesis, la



filogeografia como disciplina de estudio, ayuda a comprender los patrones que
determinan la heterogeneidad de la distribucion genética y sus linajes a lo largo del
espacio geografico de la especie, informacion indispensable para la aplicacion de

conceptos de biologia de la conservacion (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

En un estudio filogeografico, es importante definir el area de estudio considerando los
posibles escenarios historicos, geograficos y ambientales, la especie y sus linajes que
alli se distribuyen; asi como conocer las caracteristicas ecoldgicas de la especie en
estudio y finalmente, elegir el marcador molecular mas adecuado al tipo de informacion
gue se desea obtener, ya que para un analisis filogeografico se utilizan datos
moleculares del ADN de individuos de la especie (0 sus linajes) a lo largo de su
distribucién. En su gran mayoria, los analisis filogeograficos estan contextualizados en
el andlisis de secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt), que permiten inferir los
aspectos histéricos que han modelado la diversidad de los linajes genealdgicos de las

poblaciones en su distribucién geogréfica (Avise, 2000).

La reconstruccion filogeografica clasica se basa en la construccion de un arbol (cluster)
filogenético, también llamado filograma o genealogia de genes, que muestra las
relaciones genealdgicas derivadas de un marcador molecular (secuencias de un gen o
region del ADN de interés), y su ubicacion en un escenario geografico (Hall, 2004).
Existen protocolos para la construccion de filogramas, necesarios en un analisis
filogeografico. Estos se basan en algoritmos estadisticos como Matrices de Distancia
Genética, Maxima Verosimilitud, Maxima Parsimonia y Estimacion Bayesiana; su
evaluacion es mediante “remuestreo” como Jackknife o Bootstrap y estan configurados
en diversos programas de computo especializados (ver software y procedimientos en
Hall, 2004; Harrison y Langdale, 2006; Hall, 2013).

Una vez que se obtiene el filograma, este se puede sobreponer sobre el espacio
geografico bajo estudio. Su tipologia permite detectar aquellas asociaciones
significativas entre haplotipos y su ubicacién geografica, que se pueden explicar con

base en tres procesos: a) aislamiento por distancia, debido a flujo génico restringido; b)



fragmentacion histérica; y c) expansion del area de distribucién de las poblaciones,
incluyendo eventos de colonizacion a distancia (Beebee y Rowe, 2007; Vazquez-
Dominguez, 2007).

Para poder establecer genealogias génicas se requiere obligatoriamente, el uso de
marcadores genéticos para genes sin recombinacion (Lanteri y Confalonieri, 2003). La
mayoria de estudios en filogeografia de vertebrados, utilizan marcadores de herencia
citoplasmatica no mendeliana como el de la mitocondria (ADNmt), ya que en su mayoria
el ADN es aportado por el gameto femenino; solo en pocas especie, en insectos
principalmente, se ha detectado transmision del ADNmt a través del esperma (Anderson
et al., 1995).

La teoria de la coalescencia provee un marco conceptual para al estudio de la
filogeografia y de los procesos evolutivos que historicamente influyeron en las
poblaciones, que dieron lugar a la diversidad genética actual. En sintesis, la
coalescencia es un modelo que separa linajes (remontado en el tiempo), hasta
encontrar el ancestro comun (Harding, 1996). El tiempo de coalescencia, es decir, el
punto donde los linajes se separan, esta influenciado por factores que operan a nivel
poblacional, como cambios en el tamafio de la poblacion, selecciébn natural o
fluctuaciones del flujo génico. La coalescencia integra, también, el tratamiento
matematico y estadistico adecuado para el analisis de las genealogias génicas, dentro
y entre especies proximas (Felsenstein, 1971; Griffiths, 1980). La interpretacion
filogeografia se piensa y expresa de manera diferente a la de la tradicional teoria de
genética de poblaciones, es decir, considera que las mutaciones neutras (teoria de la
neutralidad) se acumulan a lo largo de las ramas del filograma, las cuales representan

las genealogias génicas (Kimura y Ohta, 1969; Kimura, 1980).

En filogeografia se aplican algoritmos estadistica de parsimonia, maxima verosimilitud
0 método de momentos, los cuales se pueden implementar en diversos programas de
computo, para la construccion de filogramas (Excoffier y Heckel, 2006). En un

filograma, la longitud de las ramas expresan la cantidad de cambio evolutivo. Otra serie



de analisis complementarios son los propuestos por Templeton y Sing (1993),
Templeton (1998) y Templeton (2001), denominado “analisis cladistico anidado”, que
permite detectar y probar estadisticamente, los mecanismos evolutivos responsables
de la distribucion espacial de los patrones de la diversidad genética. Basicamente es
convertir el filograma en una red de “clados anidados”, es decir, la red de genes incluira
clados, donde de cada nivel sucesivo de jerarquia se considera mas antiguo, que los
niveles inferiores. Para mayores detalles de “estadistica filogeografica y evolutiva”

revisar los trabajos de Knowles y Maddison (2002) y Templeton (2004).

2.2 Concepto de subespecie

Cuando una poblacion se ha expandido y aislado de la poblacién de origen, ésta se
encontrara sujeta a presiones de seleccion, de tal manera que el ambiente influira para
moldear sus formas biologicas, determinando caracteres bioldgicos particulares (p. €j.
épocas reproductivas diferentes) y formas especializadas (p. ej. tamafio, coloracién). La
seleccion permitird paso a la evolucion, y en consecuencia a la adaptacion de la
poblacion, de esto dependera el éxito o no de su perpetuidad en el tiempo. Los
caracteres se fijardn al cabo de n generaciones, logrando diferenciar a la poblacion
(subespecie) de la poblaciéon original (especie), pero que aun mantiene ciertos rasgos
qgue las ligan morfolégicamente y en consecuencia taxondmicamente, pero a un nivel

infraespecifico conocido como subespecie (Olrog, 1967).

En aves, el concepto de subespecie genera una fuente de controversia entre los
investigadores, ya que algunos las denominan variedades geograficas (Mayr, 1982).
Una definicion biolégica de subespecie es un grupo de poblaciones que forman parte
de una especie biolégica y que tienen caracteristicas diagndsticas que las separan de

otros grupos de poblaciones de ese tipo (Patten y Unitt, 2002).

En genética, se considera subespecie a aquellas formas independientes en evolucion,
también llamadas ESU. Es decir, es un linaje con flujo génico restringido con relacién a
otros linajes filogenéticamente muy cercanos y que tiene una estructura evolutiva

propia (Fraser y Bernatchez, 2001). EI ADNm: ha ayudado a diferenciar ESU distintas,



ya que permite esclarecer la identidad genética de las subespecies, lo cual tiene
implicaciones en los esfuerzos de conservacion y de identificacion de la diversidad
biolégica (Zink, 2004).

El concepto de subespecie es la definicion mas aceptada en el manejo de poblaciones
de fauna silvestre, porque tiene sus raices en biologia evolutiva e incorpora conceptos
genéticos, demograficos y geograficos. En tales casos, la aplicacion de distintos
conceptos como ESU, unidades operativas de conservacion (OCU), metapoblaciones,
segmentos de poblacién distintos y/o subpoblaciones, pueden conducir al
reconocimiento y delimitacion de las areas de distribucion para la especie, siendo mas
facilmente interpretadas por los encargados de formular las politicas publicas de
conservacion (Cronin, 2006).

En este estudio, el concepto de subespecie esta contextualizado a una categoria
taxondmica inferior que se ha diferenciado (ya sea morfolégica o genéticamente) de la
poblacion original, cuyos individuos que componen las poblaciones tienen caracteres
morfolégicos particulares pero en comun con la especie. Se considera una subespecie
a aquellas poblaciones que presentan caracteres fenotipicos particulares en

ecosistemas particulares donde se distribuyen geograficamente.

2.3 El ADNmt: marcador molecular para estudios filogeograficos en Cérvidos

En vertebrados, el ADN mitocondrial (ADNm:) representa un marcador genético que se
caracteriza por ser una molécula circular de 37 genes (13 genes codifican proteinas) y
una regiéon control conocida como D-loop (no codificante; Hatzoglou et al., 1995; Moritz
y Hillis, 1996), de facil obtencion y analisis; con una estructura genética simple sin
repeticiones, ni presencia de pseudogenes e intrones, con transmisién exclusivamente
via matrilineal; sin recombinacion genética ni arreglos genéticos y por ende, con
tendencia a la homoplasmia y alta tasa de sustitucion nucleotidica. En este sentido, los
genes del ADNmi, y en particular la region D-loop, es muy variable genéticamente y
provee informacién valiosa para inferir relaciones filogeograficas entre diversos taxa y
poblaciones (Avise et al., 1987; Avise, 2004).



Los primeros estudios de la region D-loop en Cérvidos, sentaron las bases para
describir dicha molécula y el polimorfismo en seis especies de ciervos. Douzery y Randi
(1997), dividen en tres dominios a la regién D-loop del ADNmt de Cérvidos: una region
central conservada, flanqueada por los dominios izquierdo y derecho, y que tiende a
ser polimorfica. Un dato relevante es que los venados de la familia Odocoileinae tienen
una secuencia mas larga de la region D-loop, debido a la presencia de una repeticion

adicional de 75 pb en tAndem.

Después de describir la region D-Loop del ADNmt, los estudios en el grupo de Cérvidos
se incrementaron con el fin de establecer relaciones filogeogréaficas entre taxones de
especies relacionadas o grupos infraespecificos de ciervos (Zhang y Zhang, 2012). Por
ejemplo, en Cervus elaphus se comparoé la filogeografia de las poblaciones de China
con aquellas distribuidas en Asia, Europa y Norte América, cuyo estudio concluye que
existen distintos linajes (las del Este son diferentes al Oeste), lo cual es congruente con
su distribucién historica, identificando que la migracion de este cérvido fue desde el
Norte de Eurasia a Norteamérica (Mahmut et al., 2002). Otro estudio realizado en C.
elaphus en Europa demostré que los efectos del cambio climatico ocurridos durante el
Pasado Glaciar Maximo (PGM), llevaron a restringir geograficamente a las poblaciones
al Sureste de Europa y al Este de Asia, lo cual hace consistente las divergencias

genéticas entre estas dos areas (Meiri et al., 2013).

En el caso del ciervo Pudu (Pudu puda), endémico de Chile y parte de Argentina, se
encontrd una clara divergencia entre la poblacion de la Isla Chiloé con respecto a las
poblaciones distribuidas en el continente (Chile), debido, supuestamente, al aislamiento
geografico durante el PGM; esto ha conllevado a proponer dos subespecies: una
insular y otra continental y a considerar programas de conservacion especificos para
ellas (Fuentes-Hurtado et al., 2011).

También se ha investigado el polimorfismo del ADNmt de Capreolus pygargus
(distribuida en Siberia) y C. capreolus (distribuida en Europa), encontrando divergencia

genética que permitio separar ambas especies, informacion que fue de utilidad para
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proponer planes de conservacion para la sobrevivencia de estas especies en riesgo
(Randi et al.,, 1998). Un estudio realizado en el alce (Alces alces), en la que se
considera que existian dos razas geograficas, los datos rechazan esa hipoétesis: la
divergencia entre las supuestas razas se debe a recientes cuellos de botella, reducido
tamafo efectivo de poblacién y una expansion de la poblacion con linajes extintos
(Hundertmark et al., 2002).

Sin embargo, el grupo Odocoileus presenta caracteristicas especiales en su ADNmt. Por
ejemplo, estudios evidenciaron que la regién D-loop del ADNmt presenta repeticiones
de mas de dos copias de 75 pb en los géneros Mazama y Odocoileus. Particularmente
O. virginianus, presenta de tres a cuatro repeticiones de 75 pb en dicha region,
asumiendo que una repeticion deriva de una repeticion anterior. Estas repeticiones
pueden darse en poblaciones aisladas, sometidas a deriva genética, por un pequefio
numero de hembras del cual se expandio la poblacién y por la limitada dispersion de
hembras (Purdue et al., 2006).

2.4 Estudios genéticos en subespecies de O. virginianus

En distintos paises se han realizado estudios analizando la regién D-loop del ADNmt de
O. virginianus. Carr et al. (1986), utilizaron patrones de restriccion del ADNmt para
reportar la hibridacion de poblaciones simpéatricas de O. virginianus y O. hemionus en
Texas, EE.UU.; posteriormente esto fue corroborado por Bradley et al., (2003).
Ellsworth et al. (1994), investigaron la historia biogeogréafica de poblaciones de O.
virginianus del sureste de EE.UU, encontrando diferenciacion entre las poblaciones,
debido a la historia geogréafica de la region que posiblemente aisloé a las poblaciones.
Otros estudios se han enfocado a describir la diversidad genética de O. virginianus;
como resultado se ha inferido que las diferencias de diversidad genética entre
poblaciones es debido a efectos ecoldgicos y demograficos, pero principalmente por un

manejo inadecuado de la especie (Darrell et al., 1994).

En Venezuela, se evaluo la filogeografia de tres subespecies de O. virginianus (O. v.

margaritae, O. v. goudotii y O. v. gymnotis), obteniendo cuatro linajes, donde O. v.

11



gymnotis parece ser polifilética; lo que sugiere que estas subespecies son ESU y que
requieren estrategias de conservacion particulares (Moscarella et al., 2003).

Segun el andlisis bibliogréfico elaborado por Mandujano (2004), reporta 501 estudios
hasta el afio 2001, hechos en cérvidos distribuidos en México, que versan sobre
morfologia, densidad de poblacion, habitos alimenticios y composicion de la dieta,
incidencia de enfermedades y parametros reproductivos. Este andlisis da luz sobre la
falta de estudios en los topicos de diversidad genética de O. virginianus y mas audn,
sobre el escaso conocimiento de las relaciones filogeograficas de las subespecies

distribuidas en México.

En México, ya se han realizado estudios en subespecies de O. virginianus partiendo del
analisis de la region D-loop del ADNm:. El trabajo pionero fue el elaborado por Molina
(2002), quien estudio las subespecies O. v. miquihuanensis, O. v. texanus y O. v.
veraecrucis, reporta 54 haplotipos diferentes, sugiriendo una gran diversidad genética

para cada subespecie estudiada.

Del estudio realizado por Logan-Lopez (2004), del cual se derivd la publicaciéon de
Logan-Lopez et al. (2007), estudiaron las subespecies O. v. carminis, O. V.
miquihuanensis, O. v. texanus y O. v. veraecrucis; sin embargo, no reportan la
diversidad haplotipica ni nucleotidica por subespecie; reportan la diversidad genética
por Estado (Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas), informacion que eventualmente
explico el status de la diversidad genética que guarda cada subespecie, independiente

de la entidad en la que se distribuye cada una.

En estudios recientes, Calderon (2009), estudié las subespecies O. v. carminis, O. v.
sinaloae, O. v. texanus, O. v. veraecrucis y O. v. yucatanensis, aunque no reporta la
diversidad haplotipica por subespecie, no obstante que es necesaria si se implementa
un programa de mejora genética. Ambriz (2010) estudia las subespecies O. v.
acapulcensis, O. v. mexicanus y O. v. sinaloae amplificando el genoma completo y

determinando las diferencias gendmicas de 9 de las 14 subespecies que se distribuyen
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en Meéxico, identificando separacion filogenética entre las subespecies del sureste,
norte, centro y sur del pais (Ambriz-Morales et al., 2016). Recientemente, Hernandez-
Llamas (2014) analiza las subespecies de O. v. mexicanus, O. v. couesi y O. v.
miquihuanensis, determinando que estas dos Uultimas, forman un solo clado

filogenético, lo cual esta asociado a la cercania geogréafica de estas dos subespecies.

En el Cuadro 1 se resumen los reportes de los estudios de diversidad genética de las
subespecies distribuidas en México, incluyendo los reportados para las subespecies
estudiadas en Venezuela por Moscarella et al. (2003). En dicho cuadro se aprecia el
vacio de conocimiento sobre la diversidad genética en las subespecies: O. v. nelsoni,
O. v. thomasi, O. v. oaxacensis, O. v. toltecus y O. v. truei; también se hace evidente el
estudio de las relaciones filogeogréaficas, analizando en conjunto las 14 subespecies,
para elucidar cobmo ha sido la evolucion de los linajes reconocidos de O. virginianus a
través de la distribucion de sus haplotipos en el espacio geografico y la interpretacion

de la dispersion de los genes con base en su genealogia.

La mayoria de los autores citados en el Cuadro 1, indican que las inferencias sobre las
relaciones filogeograficas entre las subespecies de O. virginianus no son concluyentes
en su totalidad, afirmando que se debe generar informacion de la diversidad genética
en las demas subespecies, para llegar a conclusiones consistentes sobre la
filogeografia del complejo de subespecies de O. virginianus. Otro aspecto que resulta
interesante de estos estudios, es que las subespecies son genéticamente
diferenciables de acuerdo a su area de distribucion geografica, al menos en la mayoria
de los trabajos revisados. Es decir, subespecies geograficamente distantes tienen una
constitucién genética diferente (o procedencia genealégica diferente o de diversos
origenes), versus las subespecies geograficamente cercanas, que tienden a agruparse,
posiblemente porque tienen un origen genealdégico en comun, lo cual representa una

hipotesis interesante para ser puesta a prueba.
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Cuadro 1. Indicadores de diversidad genética reportados en la literatura para O.
virginianus analizando la region D-loop del ADNmt.

Subespecie n H h T Referencia
. virginianus 370 15 041 Nr Purdue et al. (2000)
. texanus 29 30 0.978 Nr Molina (2002)

. miquihuanensis 18 16 0.894 Nr Molina (2002)
. veraecrucis 3 8 1 Nr Molina (2002)

. margaritae 6 6 1 0.016 Moscarella et al. (2003)
. gymnotis 16 13 0.967 0.029 Moscarella et al. (2003)
goudi 4 4 1 0.005 Moscarella et al. (2003)

. texanus 93 13 Nr Nr Logan-Lopez et al. (2007)
. veraecrucis 6 Nr  Nr Nr Logan-Lopez et al. (2007)
. carminis 2 Nr  Nr Nr Logan-Lopez et al. (2007)
. miquihuanensis 4 Nr  Nr Nr Logan-Lopez et al. (2007)

. texanus 39 17 Nr 0.6 a0.88 Calderdn (2009)
. Sinaloae 3 3 Nr 0.533 Calderén (2009)
. yucatanensis 16 14 Nr 0.71a0.86 Calderdn (2009)
. carminis 12 9 Nr 0.9636 Calderdn (2009)
. veraecrucis 20 15 Nr 0.57a0.86 Calderdn (2009)

. Sinaloae 42 32 0.970 0.08039 Ambriz (2010)
. mexicanus 7 7 1 0.11017 Ambriz (2010)
. acapulcensis 8 8 1 0.12523 Ambriz (2010)

. miquihuanensis 4 4 1 0.01926 Hernandez (2014)
. couesi 20 19 0.99474 0.12371 Hernandez (2014)
. mexicanus 43 28 0.96678 0.04117 Hernandez (2014)
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tamafio de muestra; H= numero de haplotipos; h= diversidad haplotipica; ™ =

diversidad nucleotidica; Nr= no reportado.

Por otra parte, pero en paralelo a los estudios del ADNmt, los microsatélites son una

herramienta disefiada principalmente, para estudios de caracterizacion genética de
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poblaciones de O. virginianus (Anderson et al., 2002); identificacibn de paternidad
multiple (DeYoung et al., 2002) y asignacion de paternidad (Sorin, 2004); para estudios
de exclusion genética (DeYoung et al., 2003); para el diagndstico genético de
poblaciones restauradas y sometidas a programas de conservacion (DeYoung et al.,
2003); andlisis de la estructura genética, organizacion social de hembras (Comer et al.,
2005) y estructura social de la poblacion (Miller et al., 2010); y la evaluacion del sistema
de apareamiento (DeYoung et al.,, 2009). Otros estudios en subespecies de O.
virginianus usando microsatélites se han enfocado a indagar como las técnicas de
seleccién de reproductores y de reproduccidén asistida, determinan cambios en la
estructura genética (Hernandez, 2010); y para la caracterizacion de la diversidad
genética y diferenciacion genética de subespecies (Lépez, 2010; De la Rosa-Reyna,
2012).

Ya se ha reportado pérdida de diversidad genética en mamiferos (p. e€j. en monos;
Ruiz-Garcia et al.,, 2010), y en aquellas especies que presentan clados inferiores
(subespecies). Es decir, si existen poblaciones con rasgos particulares o adaptados a
ciertas condiciones ambientales y si estas tienen un reducido tamafio efectivo de
poblacién, es de particular interés entender la historia filogeografica distintiva y las co-
adaptaciones de las poblaciones involucradas. También la hibridacion (intraespecifica e
interespecifica), disminuye la diversidad genética por la presencia de exogamia,
eliminando complejos genéticos ya adaptados a las caracteristicas singulares del

ambiente en el que se distribuye (Templenton, 1989).

Al darse cruzamientos entre ejemplares de diferentes origenes genéticos o linajes, es
probable que en las primeras generaciones se presente heterosis positiva para
caracteristicas cuantitativas (p.ej. incremento en el tamafio corporal). Pero en
generaciones subsecuentes, se observan descensos en la adaptabilidad de la

progenie, como resultado de la disminucion de la diversidad genética (Lynch, 1991).
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2.5 Filogenia de Cérvidos y su relacion con O. virginianus

El orden Artiodactyla esta representado por nueve familias de mamiferos ungulados,
cuyo cardacter distintivo es que las extremidades estan apoyadas en dos dedos
cubiertos por la pezufia. Este orden agrupa las familias Tylopoda (camélidos), Suidae
(cerdos domésticos, jabalies y parientes cercanos silvestres), Hippopotamidae
(hipop6étamo comun y pigmeo), Tragulidae (ciervos “ratén”), Moschidae (ciervos
almizcleros), Antilocapridae (berrendo), Giraffidae (jirafa y okapi), Bovidae (bovinos,

caprinos, ovinos, antilopes, bisonte) y Cervidae (venados) (Grovess y Grubb, 2011).

La familia Cervidae tiene un amplio rango de distribucion, desde el hemisferio norte, asi
como en América del Sur y Asia sur-oriental. Existe cierto dilema sobre el numero de
especies que la componen. Segun Clément et al. (2006), ésta familia incluye 40
especies, mientras que la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN) propone 55 especies, de las cuales Elaphurus davidianus se encuentra extinta
en vida silvestre y Rucervus schomburgki se extinguio totalmente; las otras especies se
encuentra en alguna categoria de riesgo de extincion (IUCN, 2012); por su amplia
distribucion en diferentes ecosistemas, cuenta con una diversidad de 197 subespecies
a nivel mundial (Whitehead, 1993; Nowak, 1999).

La familia Cervidae, esta constituida por una subfamilia extinta (Procervulinae) y tres
subfamilias de ciervos y venados del nuevo mundo: subfamilia Cervinae contiene 20
géneros y 37 especies (de las cuales 13 especies estan extintas); subfamilia
Hydropotinae representado por un género y una especie; y subfamilia Capreolinae
(antes Odocoileinae) que incluye a 10 géneros y 22 especies (Wilson y Reeder’s,
2005).

La subfamilia Capreolinae agrupa al alce (americano y europeo), reno o caribu y corzo,
y a los cérvidos distribuidos en el continente Americano, en el que se encuentra
incluido el género Odocoileus, representado por dos especies: O. hemonius y O.
virginianus; esta Ultima especie tiene una de las distribuciones geograficas mas

amplias, abarcando desde el circulo Polar Artico hasta por debajo de la linea del
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Ecuador (Hall, 1981); se considera el cérvido mas antiguo del nuevo mundo, segun su

registro fésil que data en 3.5 millones de afios (Pitra et al., 2004).

El origen de las especies de la subfamilia Capreolinae es desconocido, ya que no se
cuenta con fosiles primitivos. Estudios moleculares revelan que esta subfamilia divergio
de la subfamilia Cervinae, en el transcurso del Mioceno medio (Hernandez-Fernandez y
Vrba, 2005; Kuznetsova et al., 2005). Sin embargo, el fésil mas antiguo, evidencia su
aparicion en América del Norte y Eurasia, hace aproximadamente unos 5 millones de
afnos; es probable que las especies de dicha subfamilia, hayan alcanzado América del
Sur mediante la franja terrestre de Panama (Geist, 1998). Su capacidad adaptativa
propind a que rapidamente se adaptaran a formas especializadas de acuerdo al nicho
que habitan; a pesar de la inexistente informacion fésil, se ha sugerido que todas las
especies de cérvidos de América del Sur son descendientes de Odocoileus (Merino y
Viera, 2010).

En el continente Americano se distribuye O. virginianus, representada por una
diversidad de 38 subespecies. En México, excepto en la peninsula de Baja California,
esta representada por 14 (37%) subespecies; ocho de ellas (21%) son endémicas del
pais (Aranda 2000); juegan un papel importante en el mantenimiento de la
biodiversidad vegetal y son consideradas como indicadores de ecosistemas con bajo
grado de perturbacion (Halls, 1984); fueron y son importantes para la subsistencia
alimentaria de culturas prehispanicas y comunidades rurales; y recientemente estan
cobrando auge para su aprovechamiento cinegético y como platillo exotico (Weber,
1993).

2.5.1 Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780)
El cérvido de nombre comun: venado cola blanca o white-tailed deer (O. virginianus),
es considerada una especie politipica por su capacidad adaptativa a diversos
ambientes. La seleccién natural, al parecer, es la responsable de moldear la diversidad
fenotipica en esta especie, ya que dependiendo del ecosistema donde se distribuye, se

presentan fenotipos con diferente peso y dimensiones corporales, distintas formas de
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cornamenta y comportamientos variables. El color del pelaje parece tener un gradiente:
en zonas desérticas de matorral abierto, el pelaje es mas claro en comparacion con
aquellas que habitan areas boscosas densas, donde la tendencia de coloracion va
desde el café oscuro, rojizo y gris marron (Smith, 1991).

Datos sobre caracterizacion cariotipica; genética de poblaciones en EEUU, Venezuela,
Costa Rica y Suriname usando loci de microsatélites; conocimiento del estado de las
poblaciones in situ y ex situ; tamafio de poblacién y densidad; habitat; ambito hogarefio
y uso espacial; ecologia alimenticia; biologia reproductiva; comportamiento; y estatus
de conservacion de O. virginianus puede consultarse a profundidad en la publicacion
de Gallina et al., (2010), quienes realizan una explicacibn completa de estos temas en

esta especie.

Para México, Mandujano (2004), compilé 501 estudios de venados entre los afios de
1850 y 2001, siendo la mayoria (75%) estudios publicados sobre O. virginianus, en
temas de biologia, ecologia y manejo. Por otra parte, existe una extensa bibliografia
compilada sobre estudios realizados en cérvidos y particularmente de las subespecies
de O. virginianus que se distribuyen en México (Mandujano, 2011). Un aspecto
importante de ambas recopilaciones, es que reconocen la urgencia de estudios sobre
genética y filogeografia para el reconocimiento cuantitativo de las subespecies.

2.5.2 Distribucién geografica
Conjuntando la informacién sobre la distribucion de O. virginianus reportada por
Kellogg (1956), Hall (1981) y Smith (1991), esta especie se extiende desde el sur de
Canada y casi todo Estados Unidos (ausente en Utah, escasamente frecuente en
Nevada y California), con presencia en el territorio mexicano a excepcion de la
Peninsula de Baja California. En Suramérica se distribuye en Colombia, Venezuela,
Guayanas; al norte de Brasil, norte y oeste de Peru y Bolivia. A nivel mundial, la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) la
ubica en la categoria “preocupacidn menor”’, ya que no se cuentan con datos

demograficos suficientes para determinar el estatus real de la especie.
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Se solicitaron los metadatos de la distribucion mundial de O. virginianus a la IUCN

(http://www.iucnredlist.org/), y nos enviaron una base de datos con los registros de la

distribucion geografica actual de O. virginianus, con coordenadas de la especie,
recopiladas al afio 2010; con la cual grafico la distribucion geogréfica sobre la capa de

clima y vegetacion descargadas de Natural Earth (http://www.naturalearthdata.com/),

se elaboro el mapa de la distribucidn actual de O. virginianus (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geografica mundial de O. virginianus.

(Elaboracion propia con metadatos obtenidos de IUCN y Natural Earth).
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2.5.3 Subespecies de O. virginianus en Américay México
Los géneros endémicos de América del sur (Ozotoceros, Blastocerus, Hippocamelus y
Pudu) son resultado de una radiacion adaptativa muy clara, con tamafios mayores que
los del género Mazama de Centro y Sudamérica, que estdn mas relacionados con el
género Odocoileus. O. hemionus tiene 7 subespecies, encontrandose en Canadi,
Estados Unidos y noroeste de México. Por su parte, O. virginianus, considerada como
una especie con mayor variabilidad fenotipica, tiene 38 subespecies reconocidas,
distribuidas en diferentes nichos (Smith 1991, citado en Gallina et al., 2010). Treinta
subespecies se distribuyen en la parte norte-centro del continente Americano y ocho

subespecies tienen distribucidn restringida a Suramérica.

Smith (1991, citado en Gallina et al.,, 2010), indica que las 38 subespecies de O.
virginianus fueron descritas por diversos investigadores, en diferentes localidades tipo
en el continente americano. La identificacion a nivel de subespecie esta dada utilizando
criterios cualitativos arbitrarios como tamario, color del pelaje y forma y tamafo de las
astas en los machos (Kellogg, 1956). Con base a estos caracteres y asociado a los
limites de distribucion de los ecosistemas donde se observaron ejemplares de las
subespecies, Hall (1981), delimitd las zonas de distribucion para cada subespecie,
cuyos limites geogréaficos de cada subespecie corresponde con los limites de los

ecosistemas donde se distribuyen.

Catorce subespecies de O. virginianus se distribuyen en México: O. v. acapulcensis, O.
v. carminis, O. v. couesi, O. v. mexicanus, O. v. miquihuanensis, O. v. nelsoni, O. v.
oaxacensis, O. v. sinaloae, O. v. texanus, O. v. thomasi, O. v. toltecus, O. v. truei, O. v.
veraecrucis y O. v. yucatanensis (Figura 2), distribuidas en distintos tipos de
ecosistemas de México (Mandujano et al., 2010), por lo que el esclarecimiento de su

filogeografia es de particular interés para su manejo (Mandujano, 2004).
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Distribucion geografica de subespecies de O. virginianus en México
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Figura 2. Distribucion geografica de subespecies de O. virginianus en México, con base

a la propuesta de Hall (1981).

2.5.4 Subespecies de O. virginianus sujetas de estudio
En el Cuadro 2, se presenta informacion resumida de las subespecies de O. virginianus
objeto de estudio en esta investigacion y se muestran ejemplares de las subespecies
bajo estudio (Figura 3); destacando la variedad de ecosistemas en las que se
distribuyen y el tipo de manejo al que estan sujetas.
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Quiza la falta de estudios genéticos en estas subespecies se debe a la dificil
consecucion de material biolégico para realizar estudios moleculares, por ser
subespecies que tienen aprovechamiento restringido por parte de las UMAs que
elaboran el Plan de Manejo con fines de conservaciéon (ver Cuadro 2). Pero existe un
meétodo no invasivo propuesto por Lopez y Beier (2012), sobre el uso de cornamentas
de 1 a 7 afos (a pesar de haber estado a la intemperie), y que a partir de estos se
puede obtener ADN amplificable, representando una oportunidad para el desarrollo de
estudios de esta indole en la especie. Sin embargo, buscar cornamentas de O.
virginianus silvestres en su ambito hogarefio, que varia entre 59 a 63 ha en el norte de
México (Fulbright y Ortega-Santos, 2006), aumentaria el esfuerzo humano, los costos y

tiempo para el muestreo.

En genética para la conservacion, se hace imperante la necesidad de estudios de
genética y relaciones filogeograficas entre las subespecies que aun no se han
estudiado. Las principales implicaciones de manejo que podrian revelar estos estudios,
es la validez de los limites biogeogréficos de las subespecies, que conlleve a la
restriccion legal sobre la translocacion de las subespecies a localidades donde no se
han reportado histéricamente, pero donde se distribuyen otras subespecies. Cuando se
haga esto, se tendra informacion de la evolucion de los haplotipos entre estas
subespecies a través de la reconstruccion filogeografica, contemplando haplotipos de
las 14 subespecies reconocidas para México y siendo mas obijetivos, abarcando toda
su area de distribucion en el continente Americano, para entender la evolucion histérica
de las mismas y la descripcidon de los patrones de diversidad genética que guardan
estos “ecotipos”, también llamados subespecies, incluso para implementar programas

de conservacion que eviten la pérdida de diversidad genética por exogamia.
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Cuadro 2. Caracteristicas de las subespecies de O. virginianus bajo estudio.

Subespecie

Descriptor?

Localidad tipo?

Ecosistema?

Tipo de Manejo?

O. v. acapulcensis

0.

O.

V. couesi

. V. mexicanus

V. nelsoni

. V. oaxacensis

. V. sinaloae

v. thomasi

O. v. toltecus

Canton, 1877

Coues y
Yarrow, 1875

Gmelin, 1788

Merriam,
1898
Goldman vy
Kellogg, 1940
Allen, 1903

Merriam,
1898
Saussure,
1860

Acapulco,
Guerrero.
Rancho

Santuario,

Durango.

Valle de México,

México.
Montafias
Chiapas.
Montafas
Oaxaca,
Escuinapa,
Sinaloa.
Huehuetan,
Chiapas.
Orizaba,

Veracruz.

de

de

Bosque de coniferas y encinos; selva
tropical caducifolia.

Matorral xerdfilo; matorral espinoso;

bosque de coniferas y encinos;

pastizales; selva tropical caducifolia.

Selva tropical caducifolia; bosque
templado; matorral xerdfilo.
Bosque templado; selva  tropical

subcaducifolia; selva tropical perennifolia.

Bosque templado; selva  tropical
caducifolia.

Matorral espinoso; bosque tropical
caducifolio; matorral xerdfilo.

Selva tropical perennifolia; bosque

templado; selva tropical caducifolia.

Selva tropical perennifolia; bosque

templado.

Cinegético;
conservacion
Cinegético;

conservacion

Cinegético;
conservacion

Conservacion

Cinegético;
conservacion
Cinegético;
conservacion
Cinegético;
conservacion

Conservacion

!Gallina et al., 2010, con informacién recopilada de diversas fuentes.

2Mandujano et al., 2010, con informacién de la vegetacion propuesta por Rzedowski y Reina-Truijillo (1990).

3Subespecies de venado cola blanca mexicanos, clasificadas por International Safari Club (sci-mty.com).
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>

O. v. acapulcensis en la UMA
Granja Amojileca, Guerrero.

O. v. nelsoni en la UMA Villa
Acacia, Chiapas.

O. v. mexicanus en la UMA La
Huerta, San Luis Potosi.

% 5 1 & ... 3“ » 2. B : P
O. v. thomasi en la UMA El O. v. toltecus en la UMA Sta.
Iguanero, Mazatan, Chiapas. Maria Huitepec, Oaxaca.

O. v. sinaloae cazado en la
UMA Cahuinahuato, Sinaloa.

O. v. oaxacensis abatido en la
UMA El Bastén, Oaxaca.

Figura 3. Ejemplares machos de subespecies de O. virginianus en UMAs del Pacifico Mexicano.
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2.6 Manejo de las subespecies de O. virginianus en México

Los ciervos en general tienen importancia sociocultural, y en particular, O. virginianus
ha sido objeto de aprovechamiento desde tiempos precolombinos, ya que proveen
carne, piel, huesos, aceite, grasa, cebo, pigmentos, propiedades medicinales y de
indole afrodisiaco (Naranjo et al., 2010).

El aprovechamiento mal planificado de O. virginianus provoca un impacto selectivo
desfavorable hacia ciertos ejemplares de mayor talla y morfometria de astas (gracias a
su mayor facilidad de caza), causando disminucion en la diversidad genética en la
poblacién (Cienfuegos-Rivas, 2011), que se traduce en afecciones biolégicas como
reduccién en la tasa de crecimiento y su longevidad promedio en vida libre (Galindo-
Leal y Weber, 1998). En ungulados, el apareamiento exitoso de machos tiene una
estrecha correlacion con el tamafio del individuo y la estructura de su cornamenta, ya
gue la seleccidn sexual favorece el desarrollo de astas de gran tamafio, lo cual es
reflejo de su expresibn genética (Monteith, 2013). La selectividad en el
aprovechamiento no solamente afecta a la poblacién de estos mamiferos, sino también
a los beneficios que generan a las comunidades rurales que se benefician de ellos
(Wright et al., 2000).

A la fecha, no se cuenta con estudios demogréficos de O. virginianus en México, que
brinden informacién sobre el estatus de sus poblaciones. Por tanto, la UICN (2014) la
considera de bajo riesgo de extincion y la NOM-SEMARNAT-2010 no la clasifica en
alguna de sus categorias de riesgo. S6lo Guatemala ha solicitado la inclusion de O. v.
mayensis al apéndice Ill de la CITES, que inculca la proteccion de esta subespecie en
el pais y controla su comercio internacional; si se requiere aprovechamiento, el permiso

debe ser expedido por la Autoridad Administrativa del pais.

A pesar que en México O. virginianus no se considera en riesgo, cada vez es evidente
la pérdida de su habitat (Delfin-Alfonso et al., 2009), su caceria no controlada (Morales
y Villa, 1998), y aprovechamiento controlado pero mal planificado ha llevado a la

extincion local de poblaciones. Aunado a esto, estudios de diversidad genética indican
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gue algunas subespecies de O. virginianus se encuentran genéticamente en riesgo por
la introgresion de genes de otras subespecies, debido a la translocacion de individuos a

zonas donde naturalmente no pertenecen (Logan-Lopez et al., 2007).

Fue a partir de los afios 80’s, que el Gobierno Federal Mexicano incrementd esfuerzos
para la conservacion de las especies silvestres del territorio mexicano, implementando
lineamientos (Ley General del Equilibrio Ecologico y Proteccion al Ambiente, 1988; Ley
General de Vida Silvestre, 2000) y normas (NOM-SEMARNAT-059-2010) que rigen
medidas pertinentes para el disefio de los planes de manejo de las UMAS;
convirtiéndose en el Unico medio para el comercio y aprovechamiento regulado de la
vida silvestre (SEMARNAT, 2000). Este aprovechamiento de la vida silvestre en
México, permite no solamente obtener ingresos econdmicos al propietario de la UMA a
través del turismo cinegético y/o comercializacion de bienes y servicios de la
biodiversidad, sino que también permite a la vida silvestre distribuirse y mantener
poblaciones viables, llegando a repoblar zonas en las que ya no era habitual

observarles.

El propésito de las UMAs es generar esquemas alternativos de produccion,
compatibles con el cuidado del medio ambiente, mediante el uso sustentable de los
recursos naturales, creando oportunidades de empleo complementarias a la practica
agricola, ganadera y silvicola. Anteponiendo a la educacién ambiental como una
herramienta fundamentada en una nueva visién de conservacion-aprovechamiento de
la vida silvestre, se busca de manera paralela generar divisas para las comunidades
locales, a la par de realizar acciones como el mantenimiento de la diversidad bioldgica
a largo plazo (SEMARNAP, 1997).

Las UMAs funcionan como sistemas de produccion de pie de cria, bancos de
germoplasma, alternativas de conservacion y reproduccion, educacion ambiental y
capacitaciéon. Recientemente, la investigacion es parte fundamental para generar
estrategias de manejo de la vida silvestre que conlleven a mejorar la productividad sin

alterar la identidad genética de O. virginianus (Mandujano, 2011). Las subespecies O.
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v. texanus y O. v. couesi son las de mayores tasas de aprovechamiento via caceria
deportiva. Las restantes 12 subespecies distribuidas en México, no estan considerados
como trofeos por cazadores nacionales y extranjeros, por presentar un menor tamafno
corporal y astas pequefias. Sin embargo, cada vez se incrementa el aprovechamiento
regulado de estas subespecies, ya que su conservacion y aprovechamiento trae otros

beneficios paralelos en el rubro de la prestacion de servicios ambientales.

La operacion de las UMAs esta sustentada en la Ley General de Vida Silvestre y su
Reglamento, ademas de la autorizacion por SEMARNAT del Plan de Manejo de la
UMA. Para el caso de O. virginianus, ya existe el Plan de Manejo Tipo Venado Cola
Blanca para zonas templadas y tropicales, que plantea acciones generales de manejo
de las subespecies en funcion de las caracteristicas particulares del ecosistema. La
tasa de aprovechamiento, esta fundada en estudios de monitoreo de las poblaciones
realizados por un asesor técnico; el informe del estudio se presenta ante SEMARNAT,
gue a su vez dictaminan la tasa de cosecha de ejemplares que se deben cazar en la
UMA, en las épocas establecidas (SEMARNAT, 2007). EI monitoreo de la poblacién
estd basado en diferentes técnicas de campo, para estimar atributos poblacionales
como densidad, tamafio de la poblacibn o abundancia; estructura poblacional;
capacidad de carga y calidad del habitat (Mandujano, 2011), lo que permite tener un
estimado del tamafio actual de la poblacién y con base en esto, poder extraer una

cantidad de ejemplares que oscila entre el 1 y 10% del tamafio de la poblacion.

Casos exitosos de UMAs (extensivas) son los ranchos cinegéticos que han demostrado
ser una actividad econdémica rentable, siendo la zona norte de México, la que recibe
mas turismo cinegético. Para el Noreste de México se reporta que la actividad
cinegética generé 43,685 empleos y tuvo un impacto econémico de $2,882 millones de
pesos en una sola temporada (Guajardo-Quiroga y Martinez-Mufioz, 2004). La clave
del éxito es la adicidbn de un valor econdmico a las especies cinegéticas (venados
principalmente), incrementando los ingresos de la ganaderia bovina en un 80% mas, en
comparaciéon con la obtenida con solo el ganado doméstico. Otros casos son algunas

UMASs donde los ingresos por ganaderia bovina productora de carne representan solo
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el 40% del total de ingresos y el porcentaje restante proviene de la actividad cinegética
(Retes, 2010).

Se estima que un productor puede llegar a obtener hasta $2,500 USD ($32,500 pesos
mexicanos) por la organizacion de la caceria (guia, hospedaje, alimentacion, uso de
armas, transporte al lugar de caza) de un ejemplar de O. virginianus en su UMA,
cantidad que equivaldria a los ingresos por la venta de 13 becerros (becerros de 170 kg
a $24,00 kg en pie). Bajo este esquema, el estado de Sonora durante el ciclo cinegético
2007-2008, se obtuvieron ingresos alrededor de los $40,000 millones de USD en el
rubro de la caceria deportiva (Retes et al., 2010).

En Nuevo Ledn, se han aprovechado alrededor de 8,000 ejemplares de O. virginuanus
en 2 millones de hectareas bajo el esquema de UMAs, que generd una derrama
econOmica de $200 millones de pesos mexicanos. Parte de estos ingresos se
reinvierten en las UMAs para el pago de sueldos y salarios a empleados rurales, en la
construccion y mantenimiento de fuentes de agua para la fauna silvestre y el ganado
doméstico, el manejo y mejoramiento del habitat, suplementacién de alimento en

épocas criticas, entre otras (Villareal, 2013).

2.7Problemética en el manejo de O. virginianus

La ganaderia diversificada en conjunto con las Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (UMA), son un sistema de produccion propuesto para
la explotacién y conservacion de O. virginianus, entre otras especies de interés
cinegético o con fines comerciales (SEMARNAP, 1997; INE, 2000). Para lograr los
objetivos de dicho sistema, es necesario manejar adecuadamente las poblaciones,
donde el componente genético juega un papel preponderante para el mantenimiento a
largo plazo de las poblaciones y para mejorar los parametros de productividad. Sin
embargo, los planes de manejo autorizados para las UMAs de venado cola blanca, no
cuentan con programas de conservacion de la diversidad genética ni con planes de
mejora genética que coadyuven a obtener ejemplares con caracteristicas fenotipicas

demandadas por el sector cinegético. Para lograr lo anterior, es importante caracterizar
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la diversidad genética de las poblaciones y subespecies de O. virginianus, que
eventualmente permitird tomar decisiones para el manejo genético como: el disefio de
programas de mejoramiento genético y la aplicacién de conceptos de biologia de la
conservacion genética para el rescate de poblaciones y/o subespecies identificadas

con baja diversidad genética.

La actividad cinegética se ha convertido en la principal fuente de aprovechamiento de
O. virginianus, que genera empleos e ingresos econdmicos a los involucrados en el
manejo de las UMAs. Recientemente, se ha propiciado la introduccién de individuos de
una subespecie de una region diferente a zonas donde no son nativos, pero donde
habitan otras subespecies (De la Rosa-Reyna et al., 2012); esto representa un
incremento en la probabilidad de mezcla entre subespecies y la consecuente erosion
de la diversidad genética por exogamia. Por tanto, resulta necesario conocer el estatus
de la diversidad genética en el rango de distribucién de las subespecies de O.
virginianus, identificando poblaciones genéticamente viables para considerar a sus
individuos como potenciales para la recuperacion de la diversidad genética en otras

poblaciones identificadas con baja diversidad genética.

Son escasos los estudios realizados sobre filogeografia de las subespecies de O.
virginianus distribuidas en el Pacifico Mexicano. Sin embargo, se incentiva a esclarecer
la filogeografia de las subespecies de O. virginianus, para por un lado, discernir la
existencia 0 no de ecotipos o razas geogréficas (subespecies), y por otro, ofrecer el
diagnéstico de la relaciébn genealdgica que guardan las subespecies en funcién del
espacio geogréfico; ajustar la distribucion geogréfica con la que morfolégicamente se
conoce para las subespecies, es preponderante para realizar acciones de manejo mas

efectivas.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

El area de estudio se denominé region Pacifico Mexicano: comprende nueve de los 32
estados de la Republica Mexicana y en esta region se distribuyen ocho de las 14
subespecies de O. virginianus (Cuadro 3).

Cuadro 3. Subespecies bajo estudio y su distribucién en los estados de la region
Pacifico Mexicano.

Estado Subespecie distribuida en el estado UMAS registradas al

afio 2007 por estado*

Colima O. v. sinaloae 25
Chiapas O. v. nelsoni; O. v. thomasi

Guerrero  O. v. acapulcensis; O. v. mexicanus

Jalisco O. v. sinaloae; O. v. couesi 96
Michoacan O. v. acapulcensis; O. v. mexicanus; O. v. 54

sinaloae

Nayarit O. v. couesi; O. v. sinaloae 25
Oaxaca O. v. acapulcensis; O. v. mexicanus; O. v. 20

oaxacensis; O. v. thomasi; O. v. toltecus
Sinaloa O. v. sinaloae; O. v. couesi 21

Sonora O. v. couesi; O. v. sinaloae 976

Fuente: Elaboracion propia, con datos reportados por Chillopa (2008).

*Valores relativos ya que anualmente se incorporan UMASs y otras dejan de operar.

3.2 Muestreo

Para el conocimiento de la historia evolutiva, la estructura poblacional y filogeografia no
se requiere un numero elevado de muestras, sobre todo de especies cripticas y de
aquellas que se desconoce su estatus poblacional (Desalle y Amato, 2004). Es decir,
con que se tenga al menos tres muestras de ejemplares diferentes (Avise, 1987, 2000,
2009, Premoli et al., 2011) de las categorias taxonomicas reconocidas dentro de su
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rango de distribucidon, se captura informacion confiable del espectro de la diversidad
genética de las subespecies bajo estudio, aunado a la caracteristica del ADNmt que es
heredado via materna, por tanto la reconstruccién genealdgica de las subespecies,
mostrard patrones de dispersion histérica relevantes y dispersion microgeogréafica
(Avise et al., 1987).

La subespecie manejada en las UMAs que enviaron muestras, se corrobor6 al
sobreponer el punto de georreferencia de la UMA sobre el mapa de la distribucion
geografica de O. virginianus reportada por Hall (1981). También se corrobor6 la
subespecie manejada con la informacién proporcionada por el técnico de la UMA, que
a su vez esta especificada en el Plan de Manejo autorizado por la SEMARNAT para
esa UMA (Rojo-Curiel et al., 2007; SEMARNAT, 2014).

Para determinar si el muestreo quedod aleatoriamente representado en el mapa de la
distribucion de las subespecies de O. virginianus en México, se aplicd un analisis de
correlacién espacial a las coordenadas geograficas de las UMAs, usando la estadistica
del indice de G, para el diagndstico de la cohorte de los datos de longitud y latitud;
dicho analisis calcula si los puntos tienen un esquema de muestreo al azar (Diggle,
2002); este andlisis fue implementado en el software R (R Core Team, 2013), con los
paquetes Spatstat y Gstat, los cuales estan programados segun la metodologia
propuesta por Bivand et al. (2013), que usa la funcion gréfica G de Diggle (2013).
Previamente, las coordenadas geogréficas de los puntos de muestreo fueron
convertidas a UTM (Universal Transversa Mercator), y se les aplicé un analisis de
control de calidad de puntos georreferenciados para determinar su correspondencia
dentro del territorio mexicano mediante el servidor gratuito de Google Fusion Tables

(disponible en: tables.googlelabs.com/).

Los puntos de muestreo fueron sobrepuestos sobre el mapa digitalizado del Plan de
Manejo Tipo Venado Cola Blanca (Rojo-Curiel et al., 2007), sefialando con un punto la
localidad de colecta (donde se ubica la UMA) y el nUmero de muestras obtenidas en
cada UMA. El mapa se realizo con ArcMap v. 10.1 (ESRI, 2011).
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3.3 Material biologico

Las muestras de tejido se recibieron y conservaron en un ultracongelador a -30 °C
instalado en el Laboratorio de Genética y Reproduccion de Fauna Silvestre, Campus
San Luis Potosi, Colegio de Postgraduados, hasta la posterior extraccion de ADN. A
cada muestra se le asigné un cdodigo de identificacion y con base a dicho cdédigo, se
elaboré una base de datos que contuvo: subespecie, procedencia de caza del animal

(Estado y UMA), coordenadas geogréficas de la UMA, el sexo y el tipo de tejido.

Se recolectaron un total de 105 muestras de tejido de O. virginianus. Las muestras
recolectadas por subespecie y Estado se presentan en el Cuadro 4. La proporcion de
muestras recibidas estuvo compuesta en la siguiente proporcién: corazén (1%); higado
(3%); musculo (40%); oreja (19%); piel (35%); rifidn (1%); y terciopelo de asta (1%).

Cuadro 4. Material biolégico de O. virginianus obtenido por subespecie y Estado.

Subespecie Estado NuUmero de muestras
O. v. acapulcensis Guerrero 8
O. v. acapulcensis Michoacan 3
O. v. acapulcensis Oaxaca 5

O. v. couesi Jalisco 2

O. v. couesi Sonora 24

O. v. mexicanus  Guerrero 3
O. v. mexicanus Michoacan
O.v. mexicanus  Oaxaca 3

O. v. nelsoni Chiapas 14

O. v. oaxacensis  Oaxaca 6
O. v. sinaloae Colima 1
O. v.sinaloae = Michoacan 10
O. v. sinaloae Sinaloa 9
O. v. thomasi Chiapas 11
O. v. toltecus Oaxaca 4
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3.4 Extraccion de ADN: calidad y cantidad por tipo de tejido

Se pesaron entre 10 y 15 mg de tejido blando cortado en trozos lo mas finamente
posible; las muestras de piel y oreja, fueron afeitadas y cortadas finamente con un
bisturi y fueron depositados en tubos de 2 mL. A cada muestra se agregd 180 pL de
buffer ATL y 20 pL de proteinasa K (Qiagen®), dejandose en incubacion a 56 °C por
mas de dos horas para completar el proceso de digestion, hasta observar que el tejido
se encontrara completamente lisado. Se prosiguié a aplicar el protocolo de extraccion
de ADN de acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit comercial DNeasy Tissue
Kit de Qiagen®. Una vez finalizado el procedimiento de extraccion, se usd una alicuota
de 3 pL de la extraccion de ADN mezclada con 1 pL Green DNA Dye (BioBasic®), para
verificar la extraccion exitosa del ADN en geles de agarosa (Promega®) al 1.5%,

corriéndolos en una camara para electroforesis vertical a 80 Volts durante 40 min.

La cuantificacion de las extracciones se realiz6 en un NanoDrop (modelo 2000 Thermo
Scientific®), el cual se estandariz6é con un blanco para obtener O (cero) en las variables
a medirse. De cada extraccién de ADN, se usaron 2 L para cuantificar los valores de
las variables: concentracion de acidos nucleicos (cantidad de ADN en ng/uL) y la
calidad y pureza del ADN (relacion 260/280 nm). Para esta Ultima variable se tomé
como criterio: una relacién de 1.8 generalmente es considerada como aceptable en la
pureza del ADN; a una relacion sensiblemente menor o superior indica la presencia de

proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben cerca de 280 nm.

Con la finalidad de identificar qué tipo de tejido recolectado proporcion6 mayor cantidad
y calidad de ADN, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilks para contrastar la normalidad
del conjunto de datos y la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la bondad y
ajuste de las distribuciones entre si para las variables cantidad y calidad de ADN. Dada
la naturaleza de los datos, las variables no presentaron una distribucion normal
(Shapiro-Wilks test: concentracion de ADN: A de Wilks: 0.7384, p = 2.171e*?; relacion
260/280: A de Wilks: 0.9584, p = 0.002287), y tampoco cumplieron con los supuestos
de la prueba de bondad y ajuste (Kolmogorov-Smirnov test: concentracion de ADN =
Ajuste: Normal (0,1); media = 68.15; varianza = 3658.28; n=105; Estadistico D = 1.00,
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p< 0.0001; Relacién 260/280 = Ajuste: Normal (0,1); media = 1.78; varianza = 0.04; n =
105; Estadistico D = 0.90, p< 0.0001), por tanto se decidié aplicar la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar diferencias en la concentracion y calidad
del ADN, seleccionando la comparacién de rangos de Wilcoxon para determinar en qué
tipo de tejido se obtuvo una mejor integridad del ADN. Los analisis estadisticos se
realizaron en el software R (R Core Team, 2013) e Infostat version estudiantil
(INFOSTAT, 2008).

3.5 Amplificacién por PCR y secuenciacion de laregién D-loop
Enseguida de la extraccion del ADN se realiz6 la PCR, a un volumen final de 25 uL con

los siguientes componentes:

- 14.3 pyL de agua grado biologia molecular (Invitrogen®).

- 5 uL de buffer 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI; Biorad®).

- 2 YL de MgCl2 (50 mM; Biorad®).

- 0.5 puL de dNTPs (10 mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Biorad®).

- 0.5 pL de cada Primer’s (2 uM): DLF 5-ATC GCC CAC TCT TTC CTC TT-3' y
DLR 3-TCA GTG CCT TGC TTT ATT GT-5’ (Invitrogen Custom Primer®).

- 0.2 pL de iTaq polimerasa (5 U/uL) (Biorad®).

- 2.5 pL de ADN (~125 ng).

Las PCR’s se realizaron siguiendo los cuidados para evitar contaminacién, manejo

adecuado y uso eficiente de reactivos (Espinosa, 2007).

La amplificacién se realiz6 en un termociclador (modelo T100, marca Biorad®) y se
programaron las siguientes condiciones: activacion de la polimerasa a 95 °C por 3 min
y desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, seguido por 31 ciclos de PCR, los cuales
incluyeron: 95 °C por 30 s (desnaturalizacion); 55 °C por 30 s (alineamiento) y 72 °C
por 30 s (polimerizaciéon); se agreg6 un paso adicional de 72 °C por 7 min (extension

final) para terminar de sintetizar aquellos fragmentos que pueden haber quedado
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incompletos; al finalizar los ciclos, se programé un ciclo de conservacion a 4°C hasta

retirar las muestras.

Una alicuota de 3 pL del producto de PCR se tifi6 con 1 yL de Green DNA Dye
(BioBasic®) para verificar la amplificacion exitosa en geles de agarosa (Promega®) al
1.5 %, corriéndolos en una camara para electroforesis horizontal (Biorad®) a 100 Volts
durante 40 min. En el carril inicial del gel, se coloc6é un marcador de peso molecular de
100 pb (Biorad®), que sirvi6 como referencia visual para determinar el tamafo
aproximado en pb del fragmento amplificado y de esta manera identificar el producto de
PCR esperado. Se obtuvo un fragmento entre 400 y 600 pb, con referencia al

marcador.

Los productos de PCR se cuantificaron en un Nanodrop (modelo 2000 Thermo
Scientific®) y cada muestra se llevd a la concentracion de 50 ng/uL, que es la
concentracion requerida por el servicio de secuenciacion estdndar de Macrogen
(Corea), empresa a la cual se enviaron las muestras para ser secuenciadas. En
Macrogen se utiliza la técnica de Sanger, la tecnologia capilar y el secuenciador
Applied Biosystems 3730XLs para realizar la secuenciacién simple de nucleotidos

(www.macrogen.com).

3.6 Andlisis estadistico de datos haplotipicos

3.6.1 Andlisis y alineamiento de las secuencias
Se realiz0 la inspeccion visual de las secuencias usando el programa Chromas v. 2.1.1
(Technelysium, 2012) y las secuencias se compararon con un BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) en la base de datos del GenBank (National Center for
Biotechnology Information), para comparar las secuencias obtenidas con las

depositadas para O. virginianus en ese sistema.

Se gener6é una base de datos con las secuencias obtenidas, agrupandolas por
subespecie. Con esta base de datos se estimaron los indicadores de diversidad y

estructura genética y las redes de haplotipos. En otra base de datos se agregaron las
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secuencias unicas (haplotipos diferentes) que fueron identificadas en el software
DNACollapser (Villensen, 2007) y ademas, como grupos externos, se agregaron las
secuencias de la region D-loop del ADNm: del venado bura O. hemionus (acceso
GenBank: JN040716.1), del venado gamo Dama dama (acceso GenBank: JF505631.1)
y del ciervo pudu Pudu puda (acceso GenBank: gb|GU190827.1), para fijar la raiz del

filograma.

Se realizaron alineamientos independientes para cada base de datos de secuencias
(las secuencias obtenidas y donde se encuentran los grupos externos), con el algoritmo

Clustal W, instalado en el programa MEGA v. 6 (Tamura et al., 2013).

3.6.2 Diversidad genética y patrones demograficos histdricos de subespecies
de O. virginianus del Pacifico Mexicano
Se estimo la composicion nucleotidica (proporcion de cada base nitrogenada) de las
secuencias por subespecie. Se calcul6 el nimero de sitios polimérficos (S); numero de
haplotipos identificados (Hi), el nUumero de haplotipos compartidos dentro (Hc) y entre
subespecies, la diversidad haplotipica (H), y diversidad nucleotidica (17) por subespecie.
Se aplico la prueba de neutralidad Tajima’s D (Tajima, 1989), cémo indicador de los
cambios de expansion poblacional ocurridos en las subespecies. Estos indicadores
fueron implementados en el software Arlequin v. 3.11 (Excoffier et al., 2005). Para
medir el efecto que tuvieron los cambios demograficos histéricos en el tamafio
poblacional de las subespecies y que dieron origen a la diversidad genética observada,
se aplicé la prueba “Mismatch distribution” que se basa en la comparacién de la
distribucion de las diferencias de las frecuencias nucleotidicas pareadas (observado vs.
esperado) usando un grafico de histograma de frecuencias que compara los valores
observados vs esperados (Roger et al., 1994); el ajuste de esta prueba se comprobd
con los valores de R?, theta inicial (8) y tau (1) (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Este test
fue desarrollado en el software DnaSP v. 5 (Librado y Rozas, 2009).
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3.6.3 Estructura genética entre y dentro de subespecies y por region
geografica de distribucion en el Pacifico Mexicano
Para determinar la diferenciacion (estructura) de la diversidad genética entre y dentro
de subespecies de O. virginianus, se realizd un andlisis de varianza molecular
(AMOVA), que permite probar la hipétesis de diferenciacion genética (Fst con un a =
0.05, obtenido a partir de 1023 permutaciones) entre los niveles jerarquicos de
variacion; en el primer AMOVA se agruparon a todas las subespecies para obtener los
valores de la particion de la variacion genética entre y dentro las subespecies. Otro
AMOVA se realiz6 considerando tres niveles de variacion genética: entre grupos de
subespecies (Fsc), entre subespecies dentro de grupos (Fst), y dentro de subespecies
(FcT). Para esto, se agruparon a las subespecies del norte del pais (O. v. couesi y O. v.
sinaloae), a las del centro (O. v. mexicanus y O. v. acapulcensis) y a las del sur (O. v.
nelsoni, O. v. oxacensis, O. v. thomasi y O. v. toltecus) para comparar su diversidad
genética con base en su region geografica (Weir y Cockerham, 1984; Excoffier et al.,
1992; Weir, 1996). EI AMOVA se basa en la construccion de una matriz de distancias
euclidianas pareadas entre muestras (es una matriz que resume las diferencias entre
las frecuencias haplotipicas), arreglada en una matriz subdivida en matrices que
corresponden a cada subespecie, a partir de las cuales se estiman la suma de
cuadrados para los diferentes niveles de informacion jerarquica de la variacion
genética. Los AMOVAs se obtuvieron a partir de una significancia estadistica de 1023
permutaciones aleatorias y fueron implementados en el software Arlequin v. 3.11
(Excoffier et al., 2005).

También se obtuvieron los indices de diferenciaciéon genética pareados (Fst) y los
valores de flujo genético (Nm) pareados para las subespecies de O. virginianus segun
el método basado en las frecuencias haplotipicas (Slatkin, 1981; 1985; 1995), pruebas
gue se realizaron en Arlequin v. 3.11 (Excoffier et al., 2005). Se uso el criterio de
Nelson (1993) para considerar un Nm alto con Nm = 40 venados por generacién y Nm
restringido con Nm < 40 venados por generacion. Con los valores obtenidos de Fsty
Nm, se aplico un analisis de escalamiento multidimensional (MDS; Multidimensional

Scaling) de 2 x 2 dimensiones, para esclarecer la similitud (o disimilitud) entre las
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subespecies. Este analisis es una prueba de interdependencia, el cual calcula una
matriz de distancias euclidianas pareadas, cuyo resultado es un grafico con un espacio
geométrico de dos dimensiones (Lessa, 1990), donde se representan las proximidades
existentes entre los valores Fst y Nm de cada subespecie; el ajuste del grafico se
evalu6 con los valores de “Stress” (>0.2 bueno o >0.7 muy bueno) y R? (>0.3 buen
ajuste o >0.7 muy buen ajuste). Se desarroll6 una matriz con los valores de Fst y Nm
para cada par de subespecie pareada y se aplic6 un Analisis de Componentes
Principales (APC) con el método de rotacion Varimax a la matriz de los eigenvalues.

Ambos andlisis se implementaron en el software SPSS 15.0 (SPSS, 2004).

3.6.4 Relaciones filogenéticas de las subespecies de O. virginianus del
Pacifico Mexicano
Antes de realizar los filogramas, se identificé el modelo de sustitucién de nucleétidos
gue mejor se ajusta a las secuencias de las subespecies de O. virginianus (Nei y
Kumar, 2000). El modelo de Jukes-Cantor (JC; ver Anexo), fue el modelo que mejor
describi6 el patron de sustitucion de nucleotidos por presentar un menor nimero de
pardmetros (197), bajo coeficiente del Criterio de Informacion Bayesiana (BIC=
3191.8639), con valor promedio del Criterio de Informacion Akaike (AICc= 1989.5709) y
mayor valor del pardmetro de Maximum Likelihood (InL= -786.6472), en contraste con
los restantes 23 modelos de sustitucion de nucleotidos probados (Nei y Kumar, 2000;
Tamura et al., 2013).

Los filogramas arrojan luz sobre los eventos evolutivos en las secuencias que han
generado la actual diversidad genética en las subespecies. Se realizaron dos
filogramas aplicando el modelo de JC; el primer filograma se generd con el método de
Méaximum Likelihood (ML) que esta basado en la prueba de Neighbor-joining como un
meétodo de evaluacion de las ramas del arbol. Otro filograma se generd con el método
de Maxima Parsimonia (MP), que esta basado en el algoritmo branch-and-bound que
se utiliza para encontrar el arbol mas parsimonioso (Nei y Kumar, 2000). La evaluacién

del ajuste de las ramas de cada filograma se evalu6é con 1000 réplicas de Bootstrap

38



(Felsenstein, 1985). Los filogramas fueron realizados en el software MEGA v. 6

(Tamura et al., 2013), siguiendo el protocolo mencionado por Hall (2004) y Hall (2013).

Adicionalmente se construyé un arbol evolutivo genético usando Median-Joining
Network basado en el criterio de Maxima Parsimonia, para generar una red de
haplotipos con estimaciones de pasos mutacionales entre haplotipos; el valor de
épsilon fue por defecto cero. Este andlisis se realizd con el programa Network®© v. 5
(Fluxus Technology Ltd, 1999-2016).

3.6.5 Genealogia de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano

Se uso el programa TCS v. 1.21 (Clement et al., 2000) para estimar la genealogia de
genes entre las subespecies de O. virginianus, a través de una red multifurcada y
reticulada aplicando los principios de parsimonia estadistica (Templenton et al., 1992;
2004; Templenton y Sing, 1993). Este analisis, que considera los principios de
coalescencia, describe las relaciones genealdgicas entre los haplotipos, en la cual, un
haplotipo pudo dar origen a muchos haplotipos, mediante la conexién del minimo
numero posible de mutaciones entre ellos. El algoritmo de parsimonia estadistica
estima el numero maximo de diferencias de pares de bases entre las secuencias,
atribuidas a mutaciones Unicas en cada sitio de la secuencia, con un limite de
parsimonia del 95% (Posada y Crandall, 2001). La red se explica con las siguientes
predicciones: a) los haplotipos con mayor frecuencia tienen alta probabilidad de ser
genes ancestrales; b) los haplotipos que tienen mdltiples conexiones muy
probablemente son ancestrales; c) dentro de la red, los haplotipos ancestrales son de
interior y los haplotipos nuevos tienen mayor probabilidad de ser periféricos; d) se
espera que los haplotipos ancestrales tengan una amplia distribucion geogréfica,
basicamente porque los individuos que tienen esos haplotipos han tenido mucho
tiempo para dispersarse; e) los haplotipos con una uUnica conexion se preve estén
unidos a haplotipos de la misma poblacion, dado que han evolucionado recientemente
y por lo tanto sin tiempo para dispersarse (Clement et al., 2000).
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3.6.6 Aislamiento por distancia entre subespecies de O. virginianus del
Pacifico Mexicano
Con la herramienta para calcular distancias en el programa Google Earth™ se midieron
las distancias promedio de la distribucion geogréfica de cada subespecie, informacion
con la cual se construyd una matriz de distancias geograficas pareadas de las
subespecies, cuyos valores fueron transformadas a logaritmo base 10. La matriz de
diferenciacion genética Fst (obtenida con el software Arlequin v. 3.11, como se explica
en el apartado 7.7.3 de esta seccion; ver resultado del Cuadro 9), fue normalizada
usando la ecuacién propuesta por Cullingham et al. (2010): distancia genética = Fst/
(1-Fst). Con ambas matrices, se aplicé la prueba de Mantel (Mantel, 1967) para probar
la correlacion, mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, entre la matriz de
distancias geogréaficas y la matriz de distancias genéticas; el p-value se calcula
utilizando la distribucion de las dos matrices estimada a partir de 10000 permutaciones.
El sentido biolégico de esta prueba indica la existencia de una estructura genética
espacial que puede explicarse por la distancia geogréafica (Guillot et al., 2009). El test
de Mantel fue implementado en el software XLSTAT, que se instala como complemento
en Excel® (XLSTAT, 2015).
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IV. RESULTADOS

4.1 Muestreo

El muestreo global, usando las coordenadas geograficas para todas las subespecies,
indicé una desviacion significativa de la dispersion completamente aleatoria entre los
puntos de muestreo (Figura 4). De manera particular, el analisis de correlacion espacial
individual (por subespecie) mostré que para siete de las ocho subespecies estudiadas,
el muestreo presenté una distribucion aleatoria; solo para O. v. nelsoni no se tuvo un
muestreo aleatorio (Figura 5). La aleatoriedad del muestreo se asume cuando la linea
continua (Gobs), que representa los datos reales de los puntos de muestreo, se sale de
la envoltura limite (banda en color gris que representa el limite de las 99 funciones
calculadas a partir de simulaciones Monte Carlo: Gni y Gio), lo cual indica la completa

aleatoriedad entre los puntos del muestreo, respecto a lo esperado (Gtheo) (Figura 5).
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Figura 4. Aleatorizacion del muestreo de subespecies de O. virginianus en el Pacifico

Mexicano.
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Figura 5. Muestreo aleatorio por subespecie de O. virginianus del Pacifico Mexicano.
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El muestreo quedd representado en el mapa de la distribucion geografica de las
subespecies propuesto por Hall (1981), donde se muestra con un punto, la posicion

geografica de las UMAs, asociado al numero de secuencias obtenidas en cada UMA

(Figura 6).

Muestreo de subespecies de O. virginianus en el Pacifico Mexicano
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Figura 6. Distribucion del muestreo de subespecies de O. virginianus en el Pacifico

Mexicano.
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4.2 Calidad y cantidad de ADN de tejidos de subespecies de O. virginianus

El ADN que se obtuvo de las muestras de los diferentes tipos de tejido de O. virginianus
vario en las cantidad y calidad de ADN. Las concentraciones de ADN maximas se
obtuvieron con el tejido higado y rifidon con 335.2 ng/pL y 294.5 ng/uL, respectivamente,
asociadas a una relacion 260/280 de entre 1.8 y 1.9 nm, indicador de pureza aceptable
del ADN. Las muestras de musculo y oreja mostraron concentraciones maximas de
ADN de 244 ng/uL y 166.7 ng/uL, respectivamente, pero con la ventaja de presentar
una calidad aceptable de ADN (1.8 nm). De muestras de piel se obtuvieron
concentraciones maximas de 215.6 ng/uL, aunque con una calidad de ADN ligeramente
baja (X = 1.73 nm). En muestras de cartilago, corazon y terciopelo de astas, las
concentraciones de ADN maximas no superaron los 100 ng/uL pero su calidad estuvo
alrededor de los 1.8 nm (x 0.5 nm). Se obtuvieron mejores resultados con higado y
rinon al tener mayor namero de células que los otros tejidos. La calidad de ADN en

musculo disminuye por la presencia de mioglobina.

Segun la prueba de Kruskal-Wallis determin6é diferencias significativas en la
concentracion de ADN por tipo de tejido (H= 21.71, p= 0.0028) pero no se presentaron
diferencias significativas en la variable relacion 260/280 nm por tipo de tejido (H=10.18,
p= 0.1781). Segun la prueba de rangos de Wilcoxon, la concentracion de ADN en rifidn
e higado fueron significativamente iguales (X= 294.5 ng/uL y X= 194.83 ng/uL,
respectivamente), pero fueron significativamente superiores a la concentracion de ADN
obtenida en el tejido de piel (X= 79.8 ng/uL), oreja (X= 63.32 ng/uL), terciopelo de astas
(X= 61.3 ng/uL); corazoén (X= 54.1 ng/uL), misculo (X= 46.48 ng/uL), y cartilago (X=

38.5 ng/uL), fueron significativamente iguales en cantidad de ADN (Figura 7).

Aungue no se presentaron diferencias en cuanto a la relacion 260/280 nm referida a la
calidad de ADN, se observo que las extracciones de ADN obtenidas de corazén (X=
1.81 nm), oreja (X= 1.82 nm) y musculo (X= 1.79 nm) fueron las mas cercanas a la
relacion deseada de 260/280 (1.8 nm), lo cual es indicador de que con este tipo de

tejidos se obtiene ADN de calidad (aunque ADN en menor cantidad). Los demas tejidos
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(higado, rifion, cartilago, piel y terciopelo de astas), presentaron una relacién 260/280
alrededor de £ 0.1 nm de 1.8 nm.
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Figura 7. Cantidad de ADN por tipo de tejido de subespecies de O. virginianus.

4.3 Caracteristicas de las secuencias

Se obtuvieron 105 secuencias del fragmento de la region control del ADNmt de las ocho
subespecies de O. virginianus, con longitud de 425 bases promedio. El analisis de
secuencias correspondié a 185.7 sitios polimérficos promedio, 123.37 transiciones
promedio y 136.75 transversiones promedio, en las que se presentaron 260.12 sitios
parsimoniosamente informativos. Las secuencias estuvieron compuestas por una mayor
proporcion de tiaminas, seguido de adeninas y citosinas, y en menor proporcion de

guaninas (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Composicion nucleotidica de secuencias de la regién D-Loop del ADNmt de

subespecies de O. virginianus.

Subespecie n S T@%) C(%) A(%) G (%)
O. v. acapulcensis 16 80 3043 2231 2954 17.73
O. v. couesi 26 115 3090 21.69 29.83 17.31

O. v. mexicanus 8 34 33.12 2223 2543 19.21
O. v. nelsoni 14 409 28.21 26.01 2753 18.25
O. v. oaxacensis 6 3 29.46 2258 30.11 17.85
O. v. sinaloae 20 356 30.72 2296 28.70 17.62
O. v. thomasi 11 431 29.13 23.76 27.45 19.66
O. v. toltecus 4 58 28.23 23.38 2759 20.80
Promedio - 185.75 30.03 23.12 28.28 18.56

S: numero de sitios polimérficos; T: Tiamina; C: Citosina; A: Adenina; G: Guanina.

4.4 Diversidad genética y patrones demograficos histéricos de subespecies de O.
virginianus del Pacifico Mexicano
O. v. acapulcencis y O. v. toltecus fueron las subespecies que presentaron la mayor
diversidad haplotipica en contraste con las restantes seis subespecies; sin embargo, O.
v. acapulcensis y O. v. oaxacensis fueron las que presentaron menor diversidad
nucleotidica en comparacién con las demas subespecies; O. v. toltecus es la
subespecie que presentdé mayor diversidad haplotipica y su diversidad nucleotidica
supera el promedio de este indicador, con respecto a las deméas subespecies (Cuadro
6). Un dato interesante es que las subespecies O. v. acapulcensis, O. v. couesi, O. v.
mexicanus, O. v. oaxacensis y O. v. sinaloae estan en un proceso de seleccion, cuyas
poblaciones se han expandido después de un reciente cuello de botella, segun los
valores predichos del indice de Tajima’s (D<0; Cuadro 6), lo cual es congruente con el
uso de estas subespecies, ya que son las mas importantes en términos cinegéticos y
tienen un aprovechamiento constante. Por su parte, las subespecies: O. v. nelsoni, O. v.
thomasi y O. v. toltecus se encuentran en un fendmeno de seleccién estabilizadora por

la contraccion repentina de la poblacion (D>0, indice de Tajima’s D; Cuadro 6); estas
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subespecies no tienen un aprovechamiento cinegético riguroso, lo que de cierta manera

permite el mantenimiento de las caracteristicas genéticas de manera selectiva.

Cuadro 6. Indicadores de diversidad genética de subespecies de O. virginianus del

Pacifico Mexicano.

Subespecie n Hi Hec H m Tajima’s D
O. v. acapulcensis 16 16 0 1.0+0.0221 0.0541+0.0281 -0.5137
O. v. couesi 26 25 1 0.9969+0.0117 0.1760+0.0871 -0.3151
O. v. mexicanus 8 7 1 0.9643+0.0772  0.2773+0.1521 -1.4233
O. v. nelsoni 14 12 2 0.9780+0.0345 0.5551+0.2838 0.3412
O. v. oaxacensis 6 4 2 0.8000+0.1721 0.0021+0.0019 -1.2331
O. v. sinaloae 20 19 1 0.9947+0.0178 0.3037+0.1518 -1.598
O. v. thomasi 11 10 1 0.9818+0.0463 0.5652+0.2960 1.6626
O. v. toltecus 4 4 0 1.0+£0.1768 0.3863+0.2536 2.2613

Total 105 97 8  0.9644+0.0698 0.2899+0.1568  X=-0.102

Hi= ndmero de haplotipos identificados; Hc= nimero de haplotipos compartidos dentro de la subespecie;

H = diversidad haplotipica (+ desviacion estandar); i = diversidad nucleotidica (+ desviacion estandar).

La prueba de Mismatch distribution para todas las subespecies, se ajustd6 a una
distribucién multimodal, ya que se observa la presencia de varios picos definidos, que
indican la expansién poblacional histérica y un consecuente desequilibrio demogréafico
(Figura 8). En este sentido, la comparacion de la distribucion observada vs esperada
presentaron buena adecuacion entre el conjunto de datos con el modelo de rapida
expansion poblacional en cada subespecie (O. v. acapulcensis: R?=0.1154, 6 = 12.072
y T =8.17; O. v. couesi: R? = 0.1238, 6 = 10.992 y 1 = 4.195; O. v. mexicanus: R? =
0.2038, 6 = 9.007 y T = 0.000; O. v. nelsoni: R?=0.2126, 6 = 9.710 y 71 = 1.477; O. v.
oaxacensis: R?=0.1667, 8 = 0.000 y T = 1.000; O. v. sinaloae: R>=0.1686, 6 = 28.378 y
T = 0.000; O. v. thomasi: R? = 0.2260, 6 = 39.960 y T = 24.204; O. v. toltecus: R? =
0.3147,0 =27.982 y 1 = 10.518). Esta hipotesis refuerza las predicciones del modelo de
Tajima’s D, sobre los procesos de cuellos de botella y la contraccion repentina de las

subespecies.
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Figura 8. Mismatch distribution que muestra cambios en el tamafio de poblacién de

subespecies de O. virginianus, sobre un modelo de crecimiento poblacional.
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4.5 Estructura genética entre y dentro de subespecies de O. virginianus y por
region geografica de distribucion en el Pacifico Mexicano
De acuerdo con los resultados del AMOVA, las subespecies mostraron una estructura
genética. Es decir, se presentd diferenciacion genética entre y dentro de subespecies
(Fst= 0.02105, p<0.05). Esta diferenciacion esta representada por un 2.11% de
variacion entre subespecies, pero la mayor particion de la variacion genética esta
alojada dentro de subespecies con un 97.89% de variabilidad genética, lo cual es
explicado por la diversidad genética que cada individuo aporta a la poblacién,

generando una estructura genética definida dentro de cada subespecie (Cuadro 7).

Cuadro 7. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de subespecies de O. virginianus el

Pacifico Mexicano.

Fuentes de variacion  g. . Sumade Componentes Porcentaje de
cuadrados de Varianza variacion
Entre subespecies 7 4.362 0.01504 2.11
Dentro de subespecies 97 47.553 0.4902 97.89
Total 104 51.914 0.50078 100

Cuando se agruparon las poblaciones con base en su regién geogréfica, el AMOVA
indico diferenciacién genética entre las subespecies del norte, centro y sur del Pacifico
Mexicano, ya que se presentd un porcentaje negativo (-0.59%), asociado a una
diferenciacion genética entre las subespecies agrupadas por regiones (p< 0.05; Cuadro
8). Un 2.56% de variacidbn genética entre subespecies dentro de grupos, indica la
diferenciacion genética entre las subespecies agrupadas por regiones geograficas (p<
0.05; Cuadro 8). Por otro lado, se presentd un porcentaje que superd el 98% de
variacion genética dentro de subespecies, lo cual es indicador de una estructura
genética a nivel subespecie (p> 0.05; Cuadro 8). En este sentido, la diversidad genética
aportada por cada individuo de la poblacion es la que define la diferenciacion genética
entre grupos y entre subespecies dentro de grupos, pero genera una estructura

genética dentro de cada subespecie en su distribucion geografica.
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Cuadro 8. Estructura de la variacion geografica de subespecies de O. virginianus del

norte, centro y sur del Pacifico Mexicano explicada por el AMOVA.

Fuentesde g.l. Sumade Componentes Porcentaje Indicede p-value
variacion cuadrados devarianza de variaciéon fijacién
Entre 2 1.171 -0.00295 Va -0.59 Fsc= 0.000
grupos de 0.02546  +0.000
subespecies
Entre 5 3.191 0.01281 Vb 2.56 Fst= 0.000
subespecies 0.01971  +0.000
dentro de
grupos
Dentrode 97 47.53 0.49023 Vc 98.03 Fer= 0.61193
subespecies -0.00590 *0.0123
Total 104 51.914 0.50009 100

De acuerdo con los valores del indice de diferenciacion genética pareados (Fst) para
las frecuencias haplotipicas de las subespecies de O. virginianus, indicaron que O. v.
acapulcensis esta diferenciada genéticamente de las demas subespecies. O. v. couesi
no presenta alguna asociacion genética con las restantes subespecies, lo cual es
consistente con la distancia geogréfica. O. v. mexicanus es genéticamente cercana a O.
v. toltecus posiblemente por relacion geogréafica entre estas. O. v. nelsoni no presentan
relacion genética con las demas subespecies, debido al evidente aislamiento geogréafico
con respecto a las demas subespecies. O. v. oaxacensis y O. v. toltecus estan
relacionadas genéticamente posiblemente por su cercania geografica. Las subespecies
O. v. sinaloae y O. v. toltecus parecen estar relacionadas genéticamente, aunque la
distancia geografica es amplia entre estas subespecies, su cercania puede deberse a
algun ancestro comun colonizador. O. v. thomasi y O. v. toltecus también parecen estar

genéticamente asociadas, caso como el mencionado anteriormente (Cuadro 9).
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Los valores de Nm entre las subespecies fueron altos e indican que existe un mayor
intercambio de genes entre O. v. acapulcensis con O. v. couesi, O. v. nelsoni, O. v.
oaxacensis, O. v. sinaloae y O. v. thomasi (Nm = 40) lo cual puede deberse a un
proceso de migracion historico de la especie del norte al sur de México. Esto también
sucede con el Nm (= 40) mostrado entre O. v. nelsoni con O. v. couesi, O. v. oaxacensis
y O. v. sinaloae que posiblemente se remonta a un ancestro molecular que colonizé las
regiones geograficas donde se distribuyen actualmente las subespecies. Las restantes
subespecies: O. v. mexicanus, O. v. oaxacensis, O. v. thomasi y O. v. toltecus tienen
valores < 40 de Nm, lo cual es indicador de un alto intercambio de genes; a excepcion
de O. v. oaxacensis con O. v. nelsoni y O. v. thomasi y este con O. v. sinaloae con

valores = 40 de Nm (Cuadro 9).

Cuadro 9. Matriz de valores Fst pareados (debajo de la diagonal) y de Nm pareados

(encima de la diagonal) de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano.

0o N oo o0 A W N P

1 2 3 4 5 6 7 8

- 119.79 27.5870 316.574 48.5527  265.85 40.5668 5.4472
0.00417 - 25.5541 187.034 43.2470 156.42 36.7651 5.2543
0.01812 0.01915* - 29.6170 18.2977 24.0000 17.0980 3.92395
0.00158 0.00267 0.01688 - 56.2623 Inf 45.4560 5.333
0.01030 0.01156 0.02733 0.0088 - 46.2985 24.3475 4.5270
0.00188 0.00320 0.02083 0.0000 0.0108 - 37.5609 4.000
0.01233* 0.01360* 0.02924 0.01100 0.02054 0.01331 - 4.5500

0.09179* 0.09516* 0.12742* 0.09375* 0.11045* 0.12500 0.10989* -

Los nameros representan a las subespecies: 1. O. v. acapulcensis. 2. O. v. couesi. 3. O. v. mexicanus. 4.
0. v. nelsoni. 5. O. v. caxacensis. 6. O. v. sinaloae. 7. O. v. thomasi. 8. O. v. toltecus. *Valores

estadisticamente significativos (p<0.05).

El MDS mostr6 una marcada disimilitud entre las subespecies, lo cual refuerza la
hipétesis del AMOVA vy de los valores del indice de diferenciacién genética (Fst; Figura

9). Las subespecies O. v. acapulcensis, O. v. couesi, O. v. mexicanus y O. v. nelsoni se
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encuentran bien diferenciadas en una misma dimension, aunque O. v. acapulcensis, O.
v. couesi y O. v. nelsoni se encuentran relativamente cercanas, estan lo suficiente
alejadas para diferenciarse. En otra dimension, las subespecies: O. v. oaxacensis, O. v.
sinaloae y O. v. thomasi también estan diferenciadas en ese segmento de la dimension
del plano geométrico, lo suficiente alejadas genéticamente. O. v toltecus esta en otra
dimension diferente a las restantes subespecies, mostrdndose una marcada
diferenciacion con las siete subespecies. El valor de Stress fue bajo (Stress = 0.14052),

y el ajuste del modelo presentd una correlacion alta (R?=0.95661).
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o
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Dimension 1
Figura 9. Andlisis de escalamiento multidimensional sobre los valores de Fst pareados
de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano.

El Nm es mas evidente entre grupos de subespecies cercanas geograficamente. O. v.
couesi, O. v. mexicanus y O. v. toltecus presentan Nm entre estas, ya que se agrupan

en una dimension. Por su parte, O. v. acapulcensis se encuentra en la misma dimension
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que O. v. oaxacensis y O. v. thomasi por compartir Nm entre si, mientras que las
subespecies: O. v. nelsoni y O. v. sinaloae comparten cierto flujo genético entre si
(Figura 10). El valor de Stress (Stress = 0.26462) se considera bueno, y por su parte, el

ajuste del modelo presenté una correlacion alta (R? = 0.66472).
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Figura 10. Andlisis de escalamiento multidimensional sobre los valores de flujo genético

pareados de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano.

De acuerdo con el APC, el componente 1 y 2 explican el 63.5 % y 21.8 % de la
varianza, que representan el 85.3% de la varianza total acumulada. En el gréafico del
APC, siete subespecies se agruparon en un plano de los componentes y O. v.

acapulcensis se ubicé en otro plano diferente al resto de las subespecies.

53



1,0 O.v..toltecus
O.v.thomasi
[ ]
O.v.oaxacensis
[}
0,57
O.v.nelsoni
O.v.mexicanus, .

o~ 0O.v.sinaloae
[} [ ]
= O.v.couesi
200
o
o
£
[@]
@]

-0,577

O.v.acapulcensis
[}
-1,0
I I I I
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Componente 1

Figura 11. Andlisis de Componentes Principales aplicado sobre la matriz de Fsty Nm.

4.6 Relaciones filogenéticas entre subespecies de O. virginianus del Pacifico
Mexicano
El filograma obtenido por Maximum Likelihood muestra las relaciones filogenéticas entre
las ocho subespecies O. virginianus (Figura 11). Los valores de Bootstrap mostraron
que algunos grupos estan alejados filogenéticamente y los nodos con valores
superiores al 50% indicaron la cercania filogenética entre los haplotipos. En el filograma
se formaron para las subespecies: O. v. toltecus; O. v. thomasi; O. v. sinaloae; O. v.
nelsoni; O. v. mexicanus; O. v. couesi; y O. v. acapulcensis, mientras que no se formo
un clado estructurado para O. v. oaxacensis, esto se pudo deber a que los haplotipos

tiene linajes diferentes; aunado a esto, las subespecies presentaron politomia, es decir,
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se presentaron clados divergentes. Esto fue indicador de que los haplotipos estudiados
se derivaron de diferentes linajes, y por tanto existen haplotipos de las subespecies en
diferentes posiciones del filograma, sin embargo, la separacion de las subespecies en
los clados, coincidié con el reconocimiento actual de las subespecies (Figura 11). La
presencia de politomia ser un reflejo de la diversidad alta haplotipica y de la baja
diferenciacion entre y dentro de las subespecies, lo cual es respaldado con lo obtenido
por el AMOVA (ver Cuadros 7 y 8). Es importante mencionar que se obtuvieron clados
qgue definen el reconocimiento de las subespecies, lo cual se confirmé con el filograma

obtenido por Maxima Parsimonia.

Un indice de consistencia (IC) igual a 0.478049 se obtuvo para el flograma derivado de
Méaxima Parsimonia, el cual mide el grado de homoplasia; por su parte, el indice de
retencion (IR) fue 0.682493, el cual midi6 los cambios de estado del filograma (Figura
12). Dado que el IR fue mejor que IC, por lo tanto os cambios de estado ocurrieron
predominantemente en los nodos internos, lo cual reflejé de una diferenciacion genética
dentro de cada subespecie. La agrupacion de clados monofiléticos se observaron por
subespecie en el filograma, con valores de bootstrap que reforzaron la prediccion de los
nodos con el 100% de certidumbre. Este filograma, usando Maxima Parsimonia,

resolvié de manera mas consistente la historia evolutiva de las subespecies.
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Figura 13. Filograma derivado del método de Maxima Parsimonia, obteniendo el arbol
consenso a partir de los dos arboles mas parsimoniosos. Las ramas fueron colapsadas
a un 70% de confiabilidad. IC = 0.478049; IR = 0.682493.
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El arbol evolutivo mostré una tipologia de red radial, con dos haplotipos diferenciados
con un total de 194 mutaciones en el arbol. El arbol mostré dos haplotipos para el total
de las muestras de O. virginianus ademas de presentar haplotipos radiales, lo cual
evidencia la existencia de acervos genéticos Unicos, con mutaciones puntuales que en

general no modifican las frecuencias haplotipicas (Figura 14).
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Figura 144. Arbol evolutivo con probabilidades de mutaciones entre haplotipos de

subespecies de O. virginianus.
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4.7 Genealogia entre subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano

La red de haplotipos confirma la separacion de las subespecies y muestra las
relaciones genealdgicas entre linajes que dieron origen a haplotipos de otras
subespecies (Figura 15). Un caso fue que O. v. acapulcensis esta representado por
seis linajes ancestrales divergentes (haplotipos en rectangulos), pero un solo linaje
(Hap 3), origind a otros ocho haplotipos (en 6valos) de la misma subespecie los cuales
se diferenciaron del haplotipo ancestral por varios pasos mutacionales (cada circulo
ligados a las lineas de conexion representan un paso mutacional), pero también resulto
gue este mismo linaje generd cuatro linajes que corresponden a la subespecie O. v.
sinaloae, los cuales diferenciaron por mas de mas de 10 pasos mutacionales del linaje
original. O. v. couesi (Hap27) también se derivé de otro linaje de O. v. sinaloae (Hap82)
diferenciado por ocho pasos mutacionales del linaje original. En este sentido, existen
linajes bien diferenciados de O. v. sinaloae, pero otros haplotipos derivan de ancestros
regionales de O. v. couesi y O. v. acapulcensis (Figura 15).

Las restantes subespecies: O. v. nelsoni, O. v. mexicanus, O. v. oaxacensis, O. v.
couesi, O. v. toltecus y O. v. thomasi presentaron linajes ancestrales que Unicamente
dan origen a haplotipos de sus respectivas subespecies. En los casos del Hap78 de O.
v. sinaloae, Hap47 de O. v. mexicanus, Hapl18 de O. v. couesi, Hap94 de O. v. toltecus,
Hap63 de O. v. oaxacensis y Hap85 de O. v. thomasi fueron haplotipos que tienen
multiples conexiones y probablemente fueron haplotipos ancestrales y los haplotipos
periféricos fueron los mas recientes. Aquellos haplotipos con una Unica conexién o
incluso que no estan conectados con otros haplotipos, es posible que hayan
evolucionado recientemente y por tanto han tenido poco tiempo para dispersarse y
transferir su linaje (Figura 15). Posiblemente esto se explique por los resultados de la
prueba de Mismatch distribution y el indice de Tajima’'s D que indicaron cambios
demograficos historicos en las subespecies, lo cual explica la limitada la dispersion de

lingjes.
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Figura 15. Red de relaciones genealdgicas entre subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano.

60



4.8 Aislamiento por distancia entre subespecies de O. virginianus del Pacifico
Mexicano

La prueba de Mantel no indicé correlacion (r (AB) = -0.326), no significativa (valor-p
bilateral = 0.101; o= 0.05), por lo tanto, las matrices de distancia genética y distancia
geografica no se correlacionaron. Sin embargo, al observar el grafico de correlacion del
test de Mantel, se observaron resultados relevantes que demostraron que, conforme se
incremento la distancia geogréfica se redujo la diferenciacion genética, con un evidente
patrén aleatorio de dispersion genética (Figura 16). Este resultado es evidencia de baja
diferenciacion genética entre subespecies, consistente con la ausencia de estructura
genética mostrada por el AMOVA, por tanto no existe una correspondencia entre la
distancia genética y la distancia geogréafica que determine una identidad geogréafico-
genética de las subespecies de O. virginianus.
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Figura 156. Correlograma de aislamiento por distancia de subespecies de O.

virginianus del Pacifico Mexicano.
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V. DISCUSION

5.1 Muestreo

El estudio de la diversidad genética, derivado de los enfoques conceptuales de
genética de poblaciones y filogeografia, dependen en gran medida del esfuerzo del
muestreo geografico de la especie en estudio (Avise, 2000). Con el apoyo de los
responsables técnicos de las UMAs, se logré obtener un ndmero representativo de
muestras de tejido de las subespecies de O. virginianus, que a pesar de ser técnicas
invasivas, el aprovechamiento estad sustentado y justificado en estudios previos del
tamafio de la poblacién y la estimacion la de tasa de cosecha, autorizadas por la
SEMARNAT en México (SEMARNAT, 2005).

El muestreo en un inicio fue de tipo dirigido, pero resulté tener una representacion
aleatoria de los sitios de muestreo. Un adecuado muestreo genético es aquél que evita
el sesgo por muestreo y obtiene muestras en las poblaciones distribuidas en el
gradiente ambiental donde habita (Loo, 2011). El muestreo de O. virginianus en este
estudio, permitid recolectar muestras aleatorias en los ecosistemas donde habita,
precisamente en los ecosistemas donde exhibe polimorfismo a nivel genotipico y
fenotipico, aumentando la probabilidad de capturar el espectro de la variacién genética
que presenta la especie, y esto permitié la detecciébn de Unidades Operativas de
Conservacion (OCU por sus siglas en inglés), lo cual es indicador de un muestreo
eficiente en términos del tamafio de muestra y aleatoriedad del muestreo (ver discusion
de OCU maés adelante; Walsh, 2000).

Nuestros resultados muestran que la estrategia de colecta de tejido puede ser
facilmente adaptada y replicada a otras especies de fauna silvestre en México para
investigaciones en genética de poblaciones y filogeografia, ya que el método de
recoleccion de muestras fue adecuado porque evitd la degradacion del ADN, lo cual,
segun Frantzen et al. (1998), es importante para el analisis de genotipos. El muestreo
es importante para los estudios filogeograficos, porque brindan resultados que deben
tenerse en cuenta en los programas de conservacioén porque permite conocer el estado

actual de la diversidad genética y tomar acciones de preservacion del acervo genético
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(Castresana et al., 2013). En este sentido, el tipo de muestreo implementado, mostro la
capacidad de reflejar una clara agrupacién de genotipos similares que coinciden con
los ecosistemas, lo cual es indicador de que se ha muestreado el espectro de la
diversidad genética dispersa en la distribucion geogréfica de las subespecies de O.

virginianus.

5.2 Calidad y cantidad de ADN

En O. virginianus no se ha reportado la cantidad y calidad de ADN extraido de tejido.
Las extracciones de ADN que obtuvimos de los diferentes tejidos de O. virginianus, se
encuentran dentro de los rangos de cantidad de ADN (desde 40 ng/ul hasta 335.7
ng/ul), garantizados por el kit de extraccion de ADN utilizado (Qiagen, 2006). En
contraste con la cantidad de ADN obtenida de excretas (técnicas no invasivas) en
Rangifer tarandus (X= 16.2 ng/upl) y Vulpex velox (X= 7.5 ng/ul), se extraen
concentraciones inferiores a las que reportamos (Ball et al. 2007). La baja cantidad y
calidad de ADN obtenida a partir de técnicas no invasivas son una alternativa para el
estudio genético de la fauna silvestre, pero generalmente se presentan errores al
momento del analisis genético (Wehausen et al., 2004), por lo tanto en este estudio no
fueron consideradas este tipo de muestras, pero se sugiere sSu USO en especies

cripticas, en algun estatus de riesgo o sin aprovechamiento.

En este trabajo se identifico que el rifidén e higado fueron los tejidos con mayor cantidad
y calidad de ADN, esto debido a que son o6rganos que presentan células
multinucleadas y en consecuencia mayor cantidad de ADN, en comparacion con los
restantes tejidos de O. virginianus que se lograron analizar. Similarmente, Gémez et al.
(2010), extrajeron mayor concentracion de ADN en higado de cabras, en comparacion
con la extraccion de ADN en corazon, el cual estuvo asociado a una mayor cantidad de
proteinas; en rifidn, obtuvieron una cantidad de ADN intermedia entre higado y
corazén, pero con menor concentracion de proteinas, lo cual es deseable y representa

una ventaja al momento de realizar la genotipificacion mediante PCR.
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Otros estudios deberan proporcionar las concentraciones de ADN en tejido sanguineo,
cerebral, testicular, ovarios, pulmon, semen, bazo, saliva u otros organos internos (p.
ej. sistema digestivo) para tener mejor sustento de cual es el tipo de tejido de O.
virginianus que proporciona mejor integridad del ADN, hasta donde sea posible la
consecucion legalizada de este tipo de muestras. Se sugiere que en futuros trabajos en
O. virginianus y de otras especies de Cérvidos en México, se solicite rifidbn e higado
como principal tejido a colectar, ya que se garantizara un ADN integro con certidumbre
en el analisis genotipico, evitando errores de genotipado. Tener ADN de buena calidad
y cantidad, facilita el desarrollo y aplicacion de marcadores moleculares con resultados

altamente reproducibles (Waye y Haigh, 1992).

5.3 Diversidad genética y patrones demogréaficos de subespecies de O.
virginianus

Los valores de diversidad genética de las subespecies estudiadas son similares a los
reportados en la literatura para otras subespecies de O. virginianus (ver Cuadro 1). O.
v. acapulcensis, O. v. couesi, O. v. mexicanus, O. v. oaxacensis, O. v. sinaloae y O. v.
toltecus tuvieron una relacion de diversidad haplotipica (H) grande (que representa una
alta cantidad de haplotipos Unicos y exclusivos) y diversidad nucleotidica (1) pequefia
(<0.5), lo cual es indicador de que las subespecies han sufrido un cuello de botella
(bottleneck) seguido de crecimiento poblacional rapido y acumulacién de mutaciones.
Las subespecies O. v. nelsoni y O. v. thomasi tuvieron una relacion de H y m grandes
(>0.5), considerandose estables con una larga historia evolutiva, mostrando un
contacto secundario entre linajes bien diferenciados (Grant y Bowen, 1998). Esta
informacion fue corroborada con los valores obtenidos por el indice de Tajima’s D, ya
gue cuando el valor de D es negativo, indica expansion poblacional, por presentar
mutaciones nuevas que estan segregando (separando) y son observadas como
mutaciones Unicas, siendo las subespecies O. v. acapulcesis, O. v. couesi, O. v.
mexicanus, O. v. oaxacensis y O. v. sinaloae las que han experimentado estas
mutaciones por haber sufrido cuellos de botella, mientras que las subespecies O. v.
nelsoni, O. v. thomasi y O. v. toltecus tuvieron un valor D positivo (D = 0), indicador de

un proceso de seleccion balanceado, con mutaciones en frecuencias intermedias. Es
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decir, estas subespecies sufrieron una contraccion de la poblacion repentina en el
pasado, pero después de esto, se mantuvieron en equilibrio, dispersandose solo

algunos linajes (Tajima, 1989).

Las subespecies de O. virginianus estudiadas no compartieron haplotipos, debido a la
biologia reproductiva de este cérvido. El| ADNm: es transferido via materna y existe
filopatria por parte de las hembras, y en el caso de O. virginianus, los machos son los
gue migran grandes distancias para aparearse con hembras, las que tienen un ambito
hogarefio dentro del ecosistema donde nacieron (Nelson y Mech, 1992); este
comportamiento reproductivo disminuye la frecuencia de transferencia del ADNm: de O.
virginianus (Purdue et al., 2000; Purdue et al., 2006), moldeando la heterogeneidad del
flujo genético (Nelson, 1993) y la estructura social-genética de esta especie (Mathews y
Porter, 1993). No compartir haplotipos entre subespecies es evidencia del aislamiento
geografico y reproductivo entre si; en otras palabras, cada subespecie debe
considerarse como ESU (Ryder, 1986), ya que nuestros resultados indican que cada
subespecie ha tenido historias evolutivas independientes; otro aspecto importante para
las subespecies bajo estudio suponen una unidad de manejo genético, para lo cual se
deben disefiar estrategias de conservacion especificas (Dizon et al., 1992; Eizrik,
1996). Estudios posteriores deberan incluir el mayor numero de subespecies
reconocidas y otros marcadores moleculares para esclarecer la categoria taxonémica
correspondiente, incluso para clasificarlas a una categoria taxondmica a nivel de

especie.

En cuanto a la demografia histérica que dio origen a la diversidad genética observada
en las subespecies bajo estudio, los resultados demuestran una evidente distribucion
multimodal, lo que refleja procesos de expansion poblacional subita, que vienen
asociados a un proceso estocastico de extincion de linajes via deriva genética,
guedando grabados en la estructura genética de las subespecies y son detectables a
través de la prueba Mismatch distribution (Rogers y Harpending, 1992). En México, O.
virginianus es de interés cinegético sujeta a presiones constantes de aprovechamiento,

fragmentacion del habitat, caceria furtiva, autoconsumo por comunidades locales y es
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una especie depredada por carnivoros; esto ha traido como consecuencia la reduccion
el tamafio efectivo de la poblacion de apareamiento, a través del cual, solo ciertos
linajes son los que engendran la siguiente generacion, mientras que otros linajes se
extinguen o se quedan en menor frecuencia en la poblacion. Como es de esperarse en
especies de interés cinegético y con caza furtiva comercial, un fenémeno similar ha
sido demostrado en el cérvido Chiru, Pantholops hodgsonii, en China, cuya especie se
encuentran en riesgo de extincion por efecto de la pérdida de diversidad genética
(Xiang-Dong et al., 2005).

Nuestros resultados generan una comprension mas detallada de la historia evolutiva de
las subespecies de O. virginianus y una de las implicaciones para contribuir a la
proteccién de estas ESUs, que reflejan importancia evolutiva de los linajes (Avise y
Hamrick, 1996), es que su diversidad genética debe ser conservada a través del
concepto propuesto por Doadrio et al. (1996), como Unidad Operativa de Conservacion
(OCU, por sus siglas en inglés), ya que las caracteristicas ecoldgicas (y genéticas) de
O. virginianus se apegan a dicho concepto: especies con distribucién en un area
geografica continua, cuya distribucibn sea limitada por barreras geograficas y
ambientales, y que sea habitada por una o0 mas poblaciones que comparten el mismo

patrén genético, deberan ser sujetas a estrategias de conservacion especificas.

Otra estrategia importante que se sugiere es la conexién de UMAs de O. virginianus
mediante corredores biolégicos, para maximizar las tasas de migracion y en
consecuencia la probabilidad reproductiva aleatoria que diversifique los linajes intra
subespecies, evitando siempre la translocacién de individuos de otras subespecies a
regiones geogréficas a las que no pertenecen, ya que esto impacta de manera negativa

la estructura genética de O. virginianus (Leberg y Ellsworth, 1999).

5.4 Estructura genética de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano
En filogeografia, es comun analizar la estructura genética de las poblaciones, para
probar hipétesis concernientes a la diferenciacién dentro y entre grupos de poblaciones

0 especies, usando el AMOVA como principal método estadistico de comparacion de la

66



estructura genética (Meirmans, 2006). Los resultados del AMOVA para las subespecies
de O. virginianus muestran que la variacién genética esta repartida en un 97.9% dentro
de subespecies y soOlo un 2.11% entre subespecies, reflejando una marcada
diferenciacion genética entre subespecies. Cuando los componentes de varianza del
AMOVA son altos en el nivel de comparacion jerarquico “entre subespecies”, el indice
de diferenciacion genética (Fst) resulta bajo. Sin embargo, en este estudio sucedi6 lo
contrario, la mayor varianza se presento en el nivel de comparacion jerarquico dentro
de subespecies, confirmando que los individuos dentro de cada subespecie comparten
genes (nucledtidos) en comun, lo que hace que las distancias euclidianas de la matriz
pareada sean mas cercanas entre individuos de una misma subespecie y mas alejadas
entre individuos de subespecies diferentes (Excoffier et al., 1992; Excoffier, 2007). Una
historia evolutiva similar es la reportada por el estudio diversidad genética de O.
virginianus en Mississippi, EE.UU. usando marcadores microsatélites (DeYoung et al.,
2003), resultado que es de esperarse en especies que han experimentado cuellos de
botella, tamafios de poblacion desiguales y deriva genética (Hedrick, 1999). Una
historia similar ha ocurrido con los pardmetros demogréaficos histéricos que

experimentan en campo las subespecies de O. virginianus en este estudio.

El AMOVA adicional para evaluar el grado de diferenciacion de los grupos geograficos
de las subespecies de O. virginianus, mostré diferenciacion genética estadisticamente
significativa entre grupos de subespecies (Fsc) y entre las subespecies y dentro de
grupos (Fst) (grupo del Norte: O. v. couesi y O. v. sinaloae; grupo del Centro: O. v.
acapulcensis y O. v. mexicanus; grupo del Sur: O. v. nelsoni, O. v. oaxacensis, O. v.
thomasi y O. v. toltecus), pero no hubo una diferenciacion genética dentro de
subespecies (Fct), 0o que representa que los individuos de cada subespecie son
genéticamente homogéneos a nivel regional. En otras palabras, los individuos de cada
subespecie presentan un patrén genético similar en la region geografica particular de
distribucion. En este AMOVA se presentaron valores negativos del componente de
varianza y el porcentaje de variacion en el nivel jerarquico de comparacion entre grupos
de subespecies (Fsc) del AMOVA. Por un lado, en sentido estadistico, los componentes

de varianza suelen ser negativos porque son covarianzas y sus indices de fijacion
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asociados pueden ser vistos como coeficientes de correlacion. Generalmente, los
componentes de varianza ligeramente negativos ocurren cuando existe ausencia de
estructura genética, ya que el verdadero valor del parametro que se estima es menor o
igual que cero (covarianza < 0) (Meirmans, 2006). Por otro lado, en sentido bioldgico, la
ausencia de estructura genética que demuestran los componentes de varianza
negativos, indican exceso de heterocigosis (como ocurre en Penaeus japonicus del
este de Asia; Tzeng et al., 2004), lo que permite inferir que las subespecies de O.
virginianus agrupadas en el Norte de México son genéticamente diferentes de las
subespecies del Centro y Sur del pais (y viceversa), lo cual es evidencia de una clara
division entre grupos geograficos de subespecies, influenciado por la distancia
geografica entre si y por un alto flujo genético. Habitualmente, especies con alta
vagilidad, como es el caso de O. virginianus, no exhiben una estructura genética-

geografica (Avise, 2009).

En O. virginianus no se ha reportado AMOVA con componentes de varianza negativos,
pero casos similares de ausencia de variacién genética entre grupos geogréficos se
presenta en el pez Anaecypris hispanica que se encuentra en riesgo de extincion
porque ha experimentado cuellos de botella y escaso flujo genético entre poblaciones
(Alves et al., 2001); otro caso particular sucede con poblaciones de camellos (Camellus
dromedarius) del sur de Africa, cuyos resultados muestran valores negativos en el
AMOVA, por una baja diferenciacion entre las poblaciones analizadas, que
probablemente se deba al origen genético de la especie (Nolte et al., 2005). En
mosquitos, una escasa estructura genética entre regiones analizadas se presenta
porque los individuos estan mas relacionados genéticamente dentro de poblaciones de
un mismo sitio, que entre regiones geograficas contrastantes; este resultado es
consistente con una selectividad de diversidad genética mitocondrial en cada poblacién
(Rasgon et al., 2006), y que puede estar ocurriendo en cada subespecie de O.

virginianus.

La idea central de la filogeografia parte de que la gran mayoria de las especies en la

naturaleza exhiben una estructura genética que corresponde con la geografia
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(Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). En este sentido, el MDS es una
técnica exploratoria para el andlisis de la estructura genética-geografica (Lessa, 1990).
Cuando se aplico este andlisis a la matriz del indice de Fst pareado entre las
subespecies estudiadas de O. virginianus, se observo que los valores de las distancias
euclidianas calculados para cada subespecie no se sobreponen o traslapan en el plano
dimensional. Esto es reflejo de una clara diferenciacion genética entre las subespecies,
consistentemente, el ACP confirma este resultado. Este fenomeno de estructura
genética-geografica sucede también en poblaciones del lobo gris (Canis lupus),
distribuidas en la tundra/taiga, que son diferentes fenotipica y genéticamente a las
poblaciones distribuidas en el bosque de coniferas, por la escasa migracion de lobos
entre ecosistemas, ya que las tasas de migracidén estan asociadas al tipo de presa que
prefieren: en la tundra/taiga cazan presas residentes y por tanto los lobos no migran
(fijandose los caracteres genéticos y fenotipicos), mientras que en el bosque de
coniferas, los lobos cazan al Caribu (Rangifer tarandus), que migra de Norte a Sur,
haciendo que los lobos migren (aumentando el Nm) en funcion de la migracion del
Caribu, diferenciando caracteres genéticos y fenotipicos a lo largo de la distribucion
(Musiani et al., 2007).

El Nm se refiere a los mecanismos que generan movimiento de genes de una
poblacion a otra asi como por eventos de extincion y recolonizacion de poblaciones
enteras (Stalkin, 1985). En nuestro estudio, las subespecies de O. virginianus
mostraron niveles de Nm muy altos (= 40) y en mayor proporcion niveles altos Nm (< 40
= 30), congruente con lo estimado por Nelson (1993) para O. virginianus (Nm = 40
ciervos por generacion); en esta especie, valores altos de Nm se dan por poligamia
asociado a procesos de colonizacion por distancia y Nm restringido se da por cohesion
genética (Cronin et al., 1991); esto ultimo es de apoyo para delimitar a las subespecies
como especies (Petit y Excoffier, 2009), y un sustento mas de soporte, es que se ha
identificado a O. virginianus como una especie poliéstrica estacional, cuya reproduccién
se relaciona con la latitud y el fotoperiodo (Arenas, 2011), lo que genera una barrera

reproductiva entre las subespecies.
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El MDS y el APC, indica que existe diferenciacidn genética entre subespecies y poca
evidencia de un cruzamiento reciente entre individuos de diferentes subespecies.
Ambos analisis muestran que las distancias genéticas son distintas entre las
subespecies de tal manera que existe divergencia genética entre éstas, probablemente
debido a los procesos de especiacion se experimentd cada subespecie (Diaz et al.,
2006).

Un resultado de este estudio es que parece existir un patron geografico que ha
determinado los procesos migratorios de los linajes ancestrales de O. virginianus que
colonizaron los ecosistemas de México. Esto permiti6 sugerir hipotesis sobre las
posibles rutas migratorias de acuerdo al relieve mexicano, que probablemente
siguieron los linajes ancestrales que dieron origen a los actuales linajes de O.
virginianus, siendo los relieves geogréaficos como: el Altiplano Mexicano, la Sierra
Madre Oriental, la Sierra Madre Occidental y el Istmo de Tehuantepec, las barreras
geograficas que han limitado el Nm entre subespecies de O. virginianus a lo largo de su
distribucion. Por ejemplo, el MDS indicé que O. v. couesi, O. v. mexicanus y O. v.
toltecus comparten Nm y correspondi6 a la hipétesis planteada sobre la ruta migratoria
a través del Altiplano Mexicano que siguieron los linajes ancestrales de estas
subespecies (ver Figura 15). Otra hipétesis de ruta migratoria es la planteada entre las
subespecies de O. v. acapulcesis, O. v. oaxacensis y O. v. thomasi, donde se
considera que posiblemente los linajes ancestrales de estas subespecies se migraron
desde el norte de Tamaulipas (dado que no se tiene informacion de las subespecies
distribuidas en esta region, se incluyen dos lineas que cortan la ruta migratoria en esta
zona como interrogante de lo que sucede con el Nm) a través de toda la Llanura
Costera del Golfo de México (siendo la Sierra Madre Oriental la que limitd su dispersion
hacia el Este del pais), dispersandose por diferentes rutas a través del Istmo de
Tehuantepec, divergiendo O. v. nelsoni y O. v. sinaloae (ver Figura 15). Otras hipotesis
guedan sin concluir por el desconocimiento del Nm de otras subespecies (signos de
interrogacion en Figura 15), sugiriendo el desarrollo de estudios futuros para resolver el

dilema de la dispersion historica de O. virginianus.
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Figura 17. Hipotesis de la dispersion del flujo genético en subespecies de O. virginianus del pacifico mexicano.
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5.5 Filogenia de subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano

La filogenia se define como el agrupamiento minimo de individuos, de poblaciones o
grupos de poblaciones que son diagnosticables por un nimero dado de caracteres
(moleculares en este estudio) compartidos, y dentro de los cuales hay un patron claro
ancestro-descendiente (Avise, 2006). El filograma de Maxima Parsimonia resolvio a
una escala mas fina la filogenia de O. virginianus en contraste con el filograma obtenido
por Méaxima Verosimilitud, por lo que la discusiobn de este apartado se referira al
filograma del criterio filogenético obtenido por Maxima Parsimonia, ya que evidencia de
manera mas clara la herencia matrilineal intra subespecies y el grado de divergencia

inter subespecies.

El flograma con Maxima Parsimonia formd ocho grupos de haplotipos monofiléticos
gue corresponden a cada subespecie estudiada, resumiendo que sus miembros
(haplotipos) descienden de un linaje ancestral, compartido Unica y exclusivamente por
éstos, con identidad espacial univoca. En este filograma, se asumié que los grupos
monofiléticos en referencia se encontraron en un proceso de especiacion, ya que
probablemente, la seleccién natural y la deriva génica actian de manera diferencial
sobre los caracteres de los individuos (Cerritos, 2007). Otro aspecto fundamental del
filograma es que también diferenci6 filogrupos con menor nimero de haplotipos, esto
debido al polimorfismo haplotipico que se presentd en diferentes regiones geograficas,
mostrando tasas de evolucion variadas. Es decir, mostré tasas de sustitucion de
nucleotidos diferenciales y niveles altos de polimorfismo intraespecifico en el ADNmt,
infiriendo un proceso de especiacion a nivel individual influenciado por el ambiente local
(Lunt et al., 1998). Este proceso de especiacion ocurre cuando las fuerzas evolutivas
actian de diferente modo, por adaptabilidad a nivel local. Sin embargo, con esta
informacion no es posible subir de categoria taxondmica de subespecie a nivel de
especie, ya que aun existe flujo genético alto entre subespecies, el cual puede ser
ancestral. Aunado a esto, sera necesario un analisis con uso combinado de dos 0 mas
marcadores nucleares y mitocondriales, cuyos resultados deben coincidir para tener el

sustento evolutivo suficiente para considerarlas como especies.
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Las ramas del filograma presentaron la misma longitud en casi un 70% de los casos, lo
gue fue indicador de un tiempo de divergencia similar entre los haplotipos, mientras que
el otro 30% de los casos, tienen diferente longitud de ramas, lo que es representativo
de eventos recientes de especiacion (Ruiz-Garcia et al., 2007). O. v. nelsoni, O. v.
thomasi y O. v. toltecus mostraron grupos polifiléticos en concordancia entre la
distribucion geografica, y que casualmente concuerda con los resultados del indice de
Tajima’s D, que indicaron que estas subespecies pasaron por un proceso de seleccion
estabilizadora, apoyando la hipotesis de que estas subespecies estan en un proceso de
reciente adaptacion en su ecosistema. En Sitta carolinensis, un ave de amplia
distribucion con reconocimiento de nueve subespecies, muestra un fendmeno similar,
donde cuatro grupos monofiléticos muestran una fuerte evolucién en relacion a su

habitat de distribucion en Norte América (Spellman y Klicka, 2007).

Por otro lado, el arbol evolutivo mostré un patron filopatrico dado por la baja dispersion
de las hembras y gran dispersion de los machos de O. virginianus, y por tanto solo se
presentan pocos haplotipos diferenciados (Cullingham et al., 2011). Un arbol evolutivo
similar fue reportado para O. virginianus usando SNP, encontrando un haplotipo que
agrupo a todos los ejemplares analizados de venados de esta especie, como respuesta
de una historia evolutiva de linajes que se han conservado a través del tiempo
(Seabury et al., 2011).

5.6 Genealogia en subespecies de O. virginianus del Pacifico Mexicano

La red de haplotipos es una aproximacion complementaria que apoya la interpretacion
de la genealogia de genes y que esta entrelazada con la demografia histérica de las
especies (Avise, 2009). La red de haplotipos de las subespecies de O. virginianus de
este estudio, mostré el anidamiento intra subespecies y los haplotipos ancestrales que
dieron origen a haplotipos de la misma subespecie, 1o que fue indicador de que son
reciprocamente monofiléticas, corroborando la cohesion genética del filograma
(Templeton, 1994). A pesar de ser un resultado esperado e importante, otro resultado
relevante fue que O. v. acapulcensis y O. v. couesi dieron origen a O. v. sinaloae segun

la conexibn minima de pasos mutacionales entre estas subespecies. Este ultimo
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resultado puede ser motivo de no considerar a O. v. sinaloae como una subespecie,
ampliando la distribucion para O. v. acapulcensis y O. v. couesi hacia el norte y sur,
respectivamente, suprimiendo con esto, la distribucion de O. v. sinaloae. Se considera
gque aun con la escasa evidencia de la herencia genealdgica entre estas tres
subespecies -porque limita las inferencias del proceso evolutivo de origen y
especiacion de O. v. sinaloae- puede ser resuelto a una escala mas fina incluyendo
mas haplotipos de las tres subespecies (obteniendo muestras de otros individuos) a fin
de esclarecer si O. v. sinaloae es una ESU o simplemente son haplotipos derivados de

O. v. acapulcensis o de O. v. couesi.

Por otro lado, la red de haplotipos de las subespecies de O. virginianus que se
presentd es atipica, ya que muchos de los haplotipos de las subespecies no tienen
conexion (Clement et al., 2000; Vazquez-Dominguez et al., 2009). Esto basicamente
estad fundamentado en tres predicciones tedricas (Posada y Crandall, 2001): presencia
de mutaciones puntuales en haplotipos como parte de procesos de especiacién que
estadisticamente exceden el 95% del limite de parsimonia y por ende el algoritmo no
los conecta. Una segunda prediccion es que la falta de conexiones entre haplotipos se
deba a que no se muestrearon los haplotipos intermedios (ancestrales), los que
deberian conectarse con los haplotipos muestreados. La ultima prediccién tedrica
indica que la escasa conexion tiene que ver con la estructura geogréafica y los factores
demograficos, como la extincion de linajes y cambios en el tamafio poblacional, mismos
gue fueron obtenidos con las pruebas: Tajima’s D y Mismatch distribution. Se piensa
gue esta extincion de linajes se dio durante la cosecha de O. virginianus, ya que entre
los afios 2007 y 2010, se autorizdé el aprovechamiento de alrededor de 23,485
ejemplares (alrededor de 8,000 individuos anuales en promedio) de las subespecies de
O. virginianus distribuidas en el Norte y noreste de México. En diferentes periodos, los
permisos de aprovechamiento de O. virginianus que se otorgaron fueron: 19,031
ejemplares en 2007-2008, 3,285 ejemplares en 2008-2009 y 1,169 ejemplares en 2009-
2010, esto sin contar los periodos de aprovechamiento transcurridos desde el afio 2001
al afio 2006 y los mas recientes del 2011 al 2015 (SEMARNAT, 2013); si le sumamos

los animales aprovechados via caza ilegal y aprovechamiento por comunidades
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rurales, mas los ejemplares depredados de manera natural, posiblemente durante

estos procesos, los linajes fueron diezmados.

Una posible estrategia para recuperar linajes es recurrir a ejemplares de O. virginianus
gue se encuentran en zoologicos o en UMAs intensivas, para lo cual previamente
deberan caracterizarse genéticamente para conocer sin son haplotipos diferentes y que
no se encuentran en las poblaciones silvestres; con técnicas biotecnoldgicas
reproductivas como inseminacion artificial y trasplante de embriones, hacer el
respectivo cruzamiento y liberar individuos (genéticamente diferentes) a la
correspondiente area de distribucion natural con el fin de incrementar la diversidad
genética intra subespecie. Estudios complementarios de genética de poblaciones
podran informar sobre indices de endogamia y parentesco como referentes para
incrementar la heterocigosidad intra subespecies (De la Rosa-Reyna et al., 2012). Es
imperante regular el aprovechamiento cinegético considerando la diversidad genética
observada de las subespecies, hasta lograr la estabilidad de la estructura genética de
O. virginianus. Programas de recuperacion genética como el que se propone y que se
considera exitoso es con el venado de las Pampas en Argentina-Uruguay, Ozotoceros
bezoarticus (Gonzélez et al., 1998) y O. virginianus en EEUU (DeYoung et al., 2003).

5.7Aislamiento por distancia entre subespecies de O. virginianus del Pacifico
Mexicano
La prueba de Mantel (1967) principalmente estima la correlacion entre los valores de
diferenciacion (por ejemplo: Fst, D, y analogos) y las distancias geogréficas que
separan los pares de poblaciones. En las subespecies de O. virginianus en estudio,
aplicamos esta prueba para examinar la hipotesis de aislamiento por distancia:
subespecies mas distantes entre si tienen menor posibilidad de ser genéticamente
iguales, ya que la probabilidad de intercambio de genes disminuye con la distancia

geografica, como sucede en algunas especies (p. ej. ver Jgrgensen et al., 2005).

La hipédtesis planteada no se cumplié en lo general, ya que se presentd un patron de

correlacion débil, negativa y no significativa. Es decir, subespecies mas cercanas
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geograficamente entre si, son genéticamente diferentes y viceversa. Habitualmente,
especies con amplios rangos de distribucion, por ejemplo, como Panthera onca, no
muestran asociacion entre la distancia genética y geogréafica, esto por su capacidad
para dispersarse y por distribuir la diversidad genética en distintas areas geograficas
(Ruiz-Garcia et al., 2012). Estudios de genética del paisaje (landscape genetics; Manel
et al., 2003) podran dar luz sobre la interaccion de la heterogeneidad de los
ecosistemas mexicanos con la relacién ecoldgica-genética de O. virginianus en cada
ecosistema donde se distribuye, considerando la propuesta de Garrido-Gardufio y
Vazquez-Dominguez (2013) que para desarrollar un estudio de esta indole, proponen
un protocolo de 5 etapas, que incluye los fundamentos y variables, los métodos
estadisticos y los softwares mas adecuados para desarrollar un estudio integral de
genética del paisaje.
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VI. CONCLUSIONES

El muestreo resultdé aleatorio y se obtuvo ADN integro para la secuenciacion de la
region D-Loop del ADNmt en 105 muestras de ocho subespecies de O. virginianus.

La diversidad genética observada esta siendo mermada por cuellos de botella y deriva

génica que histéricamente experimentaron las subespecies de O. virginianus.

Se detectd una estructura genética dentro de subespecies y una marcada divergencia
genética-geografica entre las subespecies distribuidas en el Norte, Centro y Sur del
Pacifico Mexicano, como reflejo de un limitado flujo genético, lo que lleva a considerar

a las subespecies como ESU y OCU.

La filogenia entre las subespecies reveld la relacion matrilineal y de ancestro-
descendencia para ocho grupos monofiléticos representados por haplotipos de cada

subespecie geografica, con eventos de especiacion en las subespecies surefias.

La genealogia mostré que O. v. acapulcensis y O. v. couesi originaron a O. v. sinaloae,
por lo que se debe considerar la ampliacién de la distribucién de las dos primeras y

suprimir la distribucién de la ultima.

Existe un evidente aislamiento por distancia inverso, como indicador de que

subespecies geograficamente cercanas son genéticamente diferentes.

Establecer veda para O. virginianus apoyara la conservacion de la diversidad genética
evitando la extincion de linajes. Un programa de restauracion genética mediante
biotecnologia reproductiva, usando ejemplares en cautiverio, fomentara la

diversificacidon de linajes. La conexidén entre UMAS incrementara el flujo genético.

Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa planteada para este

estudio.
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Model Param BIC AlCc InL R Freq A Freq T Freq C Freq G A=>T A=>C A=>G T=>A T=>C T=>G C=>A C=>T C=>G G=>A G=>T G=>C
JC 197 3191.863906 1989.570964 -786.6472751 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
K2 198 3195.87686 1987.600414 -784.5457083 0.759628903 0.25 0.25 0.25 0.25 0.07v 0.07 0.11 0.07 0.11 0.07 0.07 0.11 o0.07 0.11 0.07 0.07
T92 199 3198.469566 1984.210891 -781.7340172 0.770096961 0.268243243 0.268243243 0.231756757 0.231756757 0.08 0.07 0.1 0.08 0.1 0.07 0.08 0.12 0.07 0.12 0.08 0.07
JC+I 198 3200.079716 1991.80327 -786.6471361 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
JC+G 198 3200.237118 1991.960672 -786.7258372 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 008 0.08 0.08 0.08 0.08
K2+l 199 3204.091346 1989.832672 -784.5449073 0.759629696 0.25 0.25 0.25 0.25 0.07v 0.07 0.11 0.07 0.11 0.07 0.07 0.11 o0.07 0.11 0.07 0.07
K2+G 199 3204.262796 1990.004122 -784.6306322 0.759559073 0.25 0.25 0.25 0.25 0.07 0.07v 0.112 0.07 0.11 0.07 0.07 0.11 0.07 0.11 0.07 0.07
T92+l 200 3206.686777 1986.447151 -781.7345788 0.770055739 0.268243243 0.268243243 0.231756757 0.231756757 0.08 0.07 0.1 0.08 0.1 0.07 0.08 0.12 0.07 0.12 0.08 0.07
T92+G 200 3206.876876 1986.63725 -781.8296283 0.770064902 0.268243243 0.268243243 0.231756757 0.231756757 0.08 0.07 0.1 0.08 0.1 0.07 0.08 0.12 0.07 0.12 0.08 0.07
JC+G+I 199 3208.453206 1994.194532 -786.7258372 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
K2+G+l 200 3212.478884 1992.239258 -784.6306322 0.759559073 0.25 0.25 0.25 0.25 0.07 o0.07v 0.112 0.07 0.11 0.0/ 0.07r 011 0.07 0.11 0.07 0.07
T92+G+l 201 3215.092964 1988.873665 -781.8296283 0.770064902 0.268243243 0.268243243 0.231756757 0.231756757 0.08 0.07 0.1 0.08 0.1 0.07v 0.08 0.12 0.07 0.12 0.08 0.07
HKY 201 3217.697616 1991.478317 -783.1319542 0.810484134 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
HKY+I 202 3225.913705 1993.716011 -783.1319547 0.810463533 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
HKY+G 202 3226.123803 1993.926109 -783.2370035 0.80999638 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
TN93 202 3226.166592 1993.968897 -783.2583978 0.811011586 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
HKY+G+I 203 3234.339891 1996.165082 -783.2370035 0.80999638 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
TNO3+I 203 3234.38268 1996.207872 -783.2583981 0.811000799 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
TN93+G 203 3234.591238 1996.41643 -783.362677 0.810760916 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
GTR 205 3240.679358 1990.554165 -778.1906487 0.776283695 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.14 0.08 0.11 0.08 0.09 0.04 0.07 014 0.05 0.09 0.05 0.05
TNO3+G+l 204 3242.807326 1998.656685 -783.362677 0.810760916 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.09 0.06 0.11 0.05 0.1 0.07 0.05 0.15 0.07 0.09 0.09 0.06
GTR+I 206 3248.895611 1992.797151 -778.1907312 0.77625815 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.14 0.08 0.11 0.08 0.09 0.04 0.07 014 0.05 0.09 0.05 0.05
GTR+G 206 3249.150081 1993.051621 -778.3179663 0.775843166 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.14 0.08 0.11 0.08 0.09 0.04 0.07 014 0.05 0.09 0.05 0.05
GTR+G+l 207 3257.366169 1995.295726 -778.3179663 0.775843166 0.194594595 0.341891892 0.220810811 0.242702703 0.14 0.08 0.11 0.08 0.09 0.04 0.07 014 0.05 0.09 0.05 0.05

Anexo. Maxima Verosimilitud de ajuste en 24 modelos de sustitucién de nucleotidos diferentes.
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