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RESUMEN

La presente investigacion se llevé a cabo para determinar las diferencias
genéticas entre ftres subespecies de venado cola blanca (Odocoileus
virginianus) del noreste de México, asi como para establecer las relaciones
filogenéticas entre las mismas. Para lograr ésto, se examinaron segmentos de
las secuencias de nucledtidos de 598 pares de bases de la regién control del
ADN mitocondrial (ADNmt) mediante la técnica de Reaccion en Cadena de
Polimerasa. En las secuencias de la regién control del ADNmt se encontraron
individuos que no son genéticamente diferenciables en el area de distribucion
de las tres subespecies. Sin embargo, al utilizar los limites de la distribucién
actual de las subespecies, la frecuencia de los haplotipos entre ellas mostréd
diferencias significativas identificandose 7 grupos principales. Asi mismo, se
detemind, la frecuencia y la diversidad de genes en las tres subespecies
estudiadas, encontrando un total de 51 haplotipos. También, se obtuvieron los
cambios que se pueden presentar en las secuencias de nucledtidos por
subespecie, obteniéndose que la subespecie texanus puede presentar en
promedio 15.72 (x7.151) cambios en la secuencia del ADNmt; la subespecie
miquihuanensis 9.5 (+4.506) y la veraecrusis 25 (£12.312).

wvil



DIFERENCIACION GENETICA DE POBLACIONES
DE VENADO COLA BLANCA
(Odocolileus virginianus Boddaert)

1. INTRODUCCION

El venado cola blanca (v.c.b.) (Odocoileus virginianus) se distribuye en
toda la Republica Mexicana, exceptuando la Peninsula de Baja California
(Leopold, 1985). Al adaptarse a su medio las poblaciones de venado cola
blanca han desarrollado algunas diferencias morfolégicas. Estos parametros
fenotipicos han sido utilizados para definir 14 subespecies en la Republica
Mexicana. Sin embargo, a la fecha no existe informacion sobre las posibles
diferencias genéticas entre ellas.

El aumento en la densidad poblacional de algunas de estas subespecies
como la texana, ha permitido que se realicen introducciones de estos individuos
en areas ocupadas por ofras subespecies cuyas poblaciones son escasas, sin
existir un estudio de las posibles implicaciones genéticas.

En la actualidad existen nuevas técnicas para definir con precision
diferentes caracteristicas de especies y subespecies mediante el analisis del
ADN mitocondrial (ADNmt) y nuclear, que definen las caracteristicas genéticas
de los individuos estudiados, apoyandose en la técnica de Reaccion en Cadena
de Polimerasa (RCP) (McShea et al., 1997).

El ADN mitocondrial es matemalmente transmisible y tiende a ser
diferente entre especies y subespecies. Ademas, normalmente las hembras de
venado cola blanca presentan 4reas de movimiento pequeias de alrededor de
45-87 ha y su movimiento raramente excede los 3.5 Km. Es por esta razén que
el ADNmt es adecuado para inferir la influencia de procesos histéricos en
diferenciacién genética entre poblaciones, estimando niveles de flujo de genes
mediatos por hembras, y determinando la contribucién reproductiva de hembras



-

a las poblaciones particulares (Hutchison et al, 1974; Brown, 1983; Ive &
Causey, 1981; citados por Ellsworth et al., 1994).

La importancia de este trabajo radica en saber si individuos provenientes
de las areas de distribucién de las subespecies fexanus, miquihuanensis y
veraecrusis de Odocoileus virginianus ubicadas en el noreste de México poseen
diferencias genéticas reconocibles. Los resultados podran ser utilizados por los
tenedores del habitat, investigadores, dependencias gubemamentales e
instituciones para establecer criterios claros en los programas de traslocacién y
repoblacién de venados en esta region.



Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La variacién fenotipica de subespecies de venado cola blanca del
noreste de México no coiresponde con las diferencias reconocibles en el
ADNmt de los individuos.

Los individuos distribuidos en a&reas cercanas entre si, seran
genéticamente mas semejantes que los individuos distribuidos a mayor
distancia.

Objetivo general
Aumentar el grado de conocimiento sobre la genética de las poblaciones
de venado cola blanca en el noreste de México.

Objetivos especificos
Diferenciar los grupos de haplotipos presentes en individuos de venado
cola blanca provenientes del noreste de México.

Determinar si la regionalizacién de las subespecies propuestas por Hall
(1981) corresponde a diferencias genéticas.

Contribuir con informacién objetiva para la correcta toma de decisiones
en cuanto a la posible movilizacién de individuos y sus posibles efectos.
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lil. ANTECEDENTES

El venado cola blanca apareci6 hace aproximadamente 3 millones de
afos en Norteamérica (Geist, 1998). El registro mas antiguo de subespecie del
v.c.b. fue designado en la década de 1780, tres subespecies de v.c.b. fueron
identificadas en los arios de 1700’s, 14 en los 1800°'s y 13 en los 1900’s. La
mas reciente designacion se dio en 1940, agregandose 7 subespecies en
EE.UU. y México, incluyendo una subespecie en Sudamérica. En total se
reconocen 30 subespecies en Norte y Centroamérica y 8 en Sudamérica. Todas
fueron definidas con base en su morfologia externa y coloracion (Gerlach et al.,
1994).

El v.cb. estd ampliamente distribuido en el norte, centro y sur de
América. Generalmente los individuos méas grandes se presentan en latitudes
mas altas, y los venados pequefios viven en los climas tropicales. Otros
parametros morfolégicos como densidad de pelo y color varian entre las
poblaciones (Kark ef al., 1999).

En la Republica Mexicana, el v.c.b. se distribuye en todo el pais excepto
en la Peninsula de Baja California (Hall, 1981) y en el norte del estado de
Sonora (Schmid & Gilbert, 1979, citados por Ezcurra & Gallina, 1981). México
cuenta con 14 subespecies de v.c.b. (Odocoileus virginianus Boddaert) (Hall,
1981). 1.- Odocoileus virginianus acapuicensis Canton, 2.- O. v. carminis
Goldman y Kellogg, 3.- O. v. couesi Coues y Yarrow, 4.- O. v. mexicanus
Gmelin, 5.- O. v. miquihuanensis Goldman y Kellogg, 6.- O. v. nelsoni Merrian,
7.~ O. v. oaxacensis Goldman y Kellogg, 8.- O. v. sinaloae J.A. Allen, 9.- O. v.
texanus Meams, 10.- O. v. thomasi Mearns, 11.- O. v. loltecus Saussure, 12.-
O. v. truei, 13.- O. v. veraecrucis Goldman y Kellogg y 14.- O. v. yucatanensis

Hays.

El v.c.b. fue descrito por Leopold (1985) como pequefio, con una cola
levantada verticalmente cuando corre. El color del cuerpo es grisaceo en el
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invierno, café rojizo en verano y con vientre blanco; las astas del macho
consisten en una rama central encorvada hacia delante con puntas individuales
verticales y sin ramificar. El astado fiene generalmente entre seis y diez puntas,
pero en algunas regiones suele presentar mas de doce. La glandula metatarsal
es de 25 mm o menor. La glandula preorbital de la esquina interior de cada ojo
es pequefia, correspondiente a una penetracién superficial en el craneo.

Otras de las caracteristicas que presenta el v.c.b. es que puede alcanzar
velocidades de hasta 58 km/h (36 mph) y en areas abiertas puede cormrer
grandes distancias. Respecto a longitudes verticales llega a saltar hasta 2.6 m
(8 %2 pies) y horizontales hasta 9 m (30 pies). El estbmago del venado presenta
cuatro compartimentos (omaso, rumen, reticulo y abomaso), esto hace que
tenga la capacidad de consumir una gran variedad de alimentos, obteniendo
nutnentes directamente de ellos y otros sintetizados por los microbios
simbiontes. El venado consume de 2.25 a 4 kg de alimento por dia (Whitaker,
1997).

Seglin Leopold (1985) el v.c.b. que se distribuye en la Republica
Mexicana presenta las siguientes medidas corporales: de cabeza a cuerpo, de
1,000 a 1,300 mm; la cola de 180 a 270 mm. El peso de animales vivos en los
machos varia de 36 a 57 kg y en hembras es de 27 a 47 kg. Si se quita el
estémago e intestinos, el peso se reduce 20% aproximadamente.

Halls (1984) reporta las siguientes medidas corporales: de nariz a cola
1,340 a 2,062 mm,; largo de la cola 152 a 330 mm; pata trasera 362 a 521 mm;
oreja 140 a 350 mm; altura a la cruz 660 a 1143 mm. Su peso puede alcanzar
98 kg, asi mismo menciona que la talla corporal de hembras es més pequefia
que la de machos. Geist (1998) menciona que la mayoria de los venados cola
blanca que viven en altas densidades en climas tropicales y subtropicales son
pequefios, los machos pesan menos de 50 kg y las hembras menos de 35 kg.
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3.1. Generalidades sobre las subespecies miquihuanensis, texanus y
veraecrusis

En el noreste de México (estados de Coahuila, Nuevo Ledén y
Tamaulipas) ocurren cuatro subespecies del género y especie Odocoileus
virginianus. O. v. carminis, O. v. miquihuanensis, O. v. texanus y en la porciéon
centro-sur del estado de Tamaulipas O. v. veraecrusis (Molina, 1994). Sin
embargo, en la presente investigacion se frabaj6 con las siguientes
subespecies:

1) Odocoileus virginianus miquihuanensis,

2) Odocoileus virginianus texanus y

3) Odocoileus virginianus veraecrusis.

1) Odocoileus virginianus miquihuanensis

La subespecie miquihuanensis (Odocoileus virginianus miquihuanensis
Goldman & Kellogg, 1940) (Gerlach et al, 1994) se distribuye en el centro-sur
del estado de Nuevo Leén en los municipios de Dr. Armoyo, Mier y Noriega,
Rayones, Galeana, Aramberri, Zaragoza, Hualahuises, Iturbide, Linares, China,
General Teran, Montemorelos y en la parte sureste del estado de Tamaulipas
colindando con el estado de Nuevo Ledn, cubriendo los municipios de Villagran,
Burgos, Victoria, Llera, Hidalgo, Farias, Ocampo y Mante. La parte sur del area
donde se distribuye esta subespecie comprende parte de los estados de
Aguascalientes, San Luis Potosi, y Guanajuato.

Halls (1984) reporta una superficie de 174,142 km? del &rea ecolégica de
distribucién del v.cb. de la subespecie miquihuanensis. Dada su amplia
distribucién y su gran adaptabilidad, se le puede encontrar tanto en zonas semi-
desérticas como en vegetacion del tipo matorral mediano espinoso, areas de
pastizal, matorral alto espinoso, asi como en los bosques de pino encino en la
Sierra Madre Oriental (SEDUE, citado por Taméz, 1994).
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Su habitat presenta superficies topograficas relativamente planas en la
parte del Altiplano Mexicano cuya altitud varia entre los 1,200 y 1,600 metros y
parte de la Sierra Madre Oriental, cuyas alturas varfan enire 1,400 y 2,500
metros.

El clima de esta regién de acuerdo con Koeppen (1948) modificado para
la Republica Mexicana (Garcia, 1972, citada por Villarreal, 1995), corresponde
al tipo BS seco estepario, con lluvias escasas predominantes en verano
caracterizado por presentar precipitaciones pluviales medias anuales de 400 a
500 mm.

La parte sur del area donde se distribuye esta subespecie; comprende
parie de los estados de Aguascalientes, San Luis Potosi, y Guanajuato,
ocurriendo en esta area un clima de tipo templado, con lluvias de verano (Cw),
caracterizado por precipitaciones pluviales medias anuales de 500 a 800 mm.

Los tipos de vegetaciéon predominantes en esta regién, de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Rzedowski (1978) para la Repulblica Mexicana,
corresponde principalmente a los denominados como: 1) Matorral xeréfilo del
Altiplano Mexicano y 2) Bosque de coniferas y Quercus, en algunas partes de la
Sierra Madre Oriental.

Esta es una de las subespecies de venado cola blanca, en la que se han
realizado estudios, enfocados principalmente hacia aspectos de ecologia y
fisiologia en condiciones de cautiverio (Moreno, 1991), enfocados al
comportamiento alimentario y su dieta invemal (Valdés, 1995).

2) Odocoileus virginianus texanus

La subespecie texana (Odocoileus virginianus texanus Mearns, 1898)
(Gerlach et al., 1994) se distribuye en el norte de los estados de Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Le6n y Tamaulipas, encontrandose en el noreste del estado de
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Chihuahua; en los municipios de Acufia, Zaragoza, Hidalgo y Guerrero en
Coahuila; Anahuac, Lampazos, Sabinas y Cadereyta en Nuevo Leén; Nuevo
Laredo, Guerrero, Matamoros y Reynosa en Tamaulipas.

Villarreal (1999) basado en Halls (1984) reporta una superficie de 68,358
km? del 4rea ecolégica de distribucién del venado cola blanca texano.

El habitat de esta subespecie corresponde a superficies topograficas
cuya altitud varia entre los 50 y 700 metros. En la parte del Altiplano Mexicano,
se presenta en superficies topograficas cuyas alturas varian entre los 1,000 y
1,500 metros (Villarreal, 1995).

El clima de esta region de acuerdo a Koeppen (1948) modificado para la
Republica Mexicana (Garcia, 1972, citada por Villarreal, 1985), corresponde al
tipo BS, seco estepario, con lluvias escasas predominantes en verano. Se
caracteriza por presentar precipitaciones pluviales medias anuales de 200 a 300
mm en la parte correspondiente a Chihuahua y de 400 a 550 mm en la parte
correspondiente a los estados de Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas.

Los tipos de vegetacién predominantes en esta regién; de acuerdo con la
clasificacion propuesta por Rzedowski (1978) para la Republica Mexicana;
corresponde al denominado como Matorral xeréfilo.

El v.c.b. texano es de los mas estudiados en los E.UA. y en México,
predominando estudios sobre: habitos alimentarios (Quintanilla, 1989; Villarreal,
1986; Moreno et al., 1990; Molina, 1994; Martinez ef al., 1997), requerimientos
de habitat y manejo (Ffolliot & Gallina, 1981), contenidos de nutrientes en dieta
y condicién fisica (Meyer et al, 1984; Trevifio, 1989; Gutiérrez, 1997) y
productividad (Alcala, 1988; Rodriguez ef al., 1998).
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3) Odocoileus virginianus veraecrusis.

En lo que respecta al v.c.b. veracrusis (Odocoieus virginianus
veraecrusis Goldman & Kellogg, 1940) (Gerlach ef al., 1994) se estima que esta
subespecie se distribuye dentro de la provincia fisiografica conocida como:
Planicie Costera Sur Oriental e incluye, el estado de Tabasco; la parte norte,
noroeste, oeste, suroeste y sur del estado de Chiapas, una porcién de la parte
este del estado de Oaxaca; la parte suroeste del estado de Campeche. El v.c.b.
veraecrusis también se distribuye segin Hall (1981) en el estado de Veracruz y
en la parte centro-sur del estado de Tamaulipas.

Halls (1984) reporta una superficie de 134,206 km? como el 4rea
ecologica de distribucién del v.cb. veraecrusis. Su habitat corresponde a
superficies de topografia muy plana y uniforme, cuyas alturas predominantes
varian entre los 0 a 200 metros (Villarreal, 1995).

El clima de esta region de acuerdo a Koeppen (1948) modificado para la
Repiblica Mexicana (Garcia, 1972, citado por Villarreal, 1995); corresponde
principalmente al fipo Af caluroso tropical himedo, con lluvias todo el afio. Este
clima se caracteriza por presentar precipitaciones pluviales medias anuales
entre los 1,200 y 1,600 mm.

Los tipos de vegetacion predominantes en esta region, de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Rzedowski (1978) para la Republica Mexicana,
corresponden en orden de importancia a los denominados como: 1) Bosque
Tropical Perennifolio, 2) Bosque de Coniferas y Quercus y, 3) Bosque Tropical
Caducifolio y Bosque Espinoso.

Mandujano (1998) menciona que la subespecie veraecrusis, es una de
las menos estudiadas, por lo cual, es necesario hacer un mayor esfuerzo para
conocer su biologia y comportamiento.
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3.2. Generalidades sobre el acido desoxirribonucleico {ADN)

En 1953, James Watson & Francis Crick formularon su famoso modelo
de la estructura del ADN. El cual, consiste en dos cadenas paraielas
conectadas. Cada cadena esta hecha de series interconectadas de
componentes quimicos llamados nucledtidos (Levine, 2000).

El ADN lleva la informacion especifica para el desarrollo, diferenciacion y
funcionamiento del organismo. Los mismos genes se encuentran presentes en
todas las células nucleares del organismo. Sin embargo, distintos genes entran
en aclividad en diversas etapas de desamollo. En estas circunsiancias la
informacién contenida en el gene se descifra mediante un proceso de
transcripcion y de traduccién y asi se producen los diferentes tipos de proteinas.
El contenido de una célula fecundada transporta la informaciéon necesaria para
el desarrollo de un organismo destinado a contener en algin dia a mil millones
de células (10"). EI ADN presente en una poblacién especifica constituye el
almacén evolutivo que contiene toda la informacién relativa para esa especie
(Gardner, 1988).

El ADN o material genético esta constituido por cuatro elementos basicos
llamados nucleétidos, de los cuales existen cuatro tipos que son adenina (A),
guanina (G), citosina (C) y timina (T). La secuencia de estos nucledtidos
constituye la clave genética para la formacién, desarrollo y funcionamiento de
los seres vivos, ya que codifican la produccién de proteinas. Entre las proteinas
se encuentran las enzimas, las cuales son responsables de sintesis y
degradacion de los demas componentes celulares, como proteinas,
carbohidratos, grasas y acidos nucleicos como el ADN (Watson ef al., 1992).

Las secuencias de nucle6tidos constituyen el ADN, y éstas cuentan con
segmentos codificadores (exones o secuencias de Tipo I) y no codificadores
(intrones). En experimentos con ratones, los exones codifican para proteinas y
acidos nucleicos y constituyen el 10% del ADN gendmico, estas secuencias son

10
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unicas o se repiten muy pocas veces, mientras que los intrones constituyen el
70%. Dentro de los exones el 10% esta formado por segmentos altamente
repetitivos, un 20% por segmentos moderadamente repetitivos, siendo como
secuencias del Tipo Il. Es posible que parte de este ADN repetitivo sea ADN
chatamra, siendo un vestigio evolutivo, teniendo la otra parte un significado
funcional; las secuencias mas altamente repetidas se denominan ADN satélite,
y se cree que no codifica proteinas o ARN (Lehninger et al., 1993).

Los microsatélites, presentan secuencias en las que la unidad que se
repite es menor, por ejemplo de dos bases nitrogenadas (CT)n, donde el
dinocleotido CT se puede repetir 10, 12, 18 o0 22 veces, constituyendo los alelos
(Usha et al., 1995).

La teoria genética predice que los niveles de variacion genética se
incrementan con el tamaio de la poblacion efectiva. Soulé, 1970 (citado por
Frankham, 1996) reunio la primera evidencia convincente de que los niveles de
varniacién genética en fauna silvestre se relacionaban con el tamafio de sus
poblaciones. Sin embargo, este tema sigue siendo controversial.

Dos de los principios mas importantes en genética son: (1) la informacién
genética fluye de los genotipos a los fenotipos; y (2) la identidad de las
unidades basicas de heredabilidad son mantenidos de generacién en
generacion. La ultima fuente de variacion genética es la mutacién (cambios en
genes 0 cromosomas), con recombinacion genética en organismos sexuales
permitidos por la amplificacién y mezclas de variacion genética en diferentes
combinaciones. Las variaciones genéticas son vistas como un componente
esencial para los sobrevivientes a largo plazo y la salud completa de especies

y/o poblaciones (Honeycutt: hitp://texnat.tamu.edu/Symp/genetics/p4.htm).

La poblacibn minima viable es una frase utilizada por manejadores al
describir el minimo de condiciones necesarias para mantener viable y

1"
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sobrevivientes de una poblacion local a largo plazo (Honeycutt:

http://texnat.tamu.edu/Symp/genetics/p4.htm.)

La heterocigosidad es una medicién utilizada para determinar la
extension de la variacion genética en un individuo y/o de una poblacién. Por
ejemplo, un gene con dos alelos idénticos (DD) puede ser considerado
homocigoto. Generalmente la heterocigosidad para un individuo puede ser
estimado por la totalidad del nimero de genes (o locus) para el cual el individuo
es heterocigoto. Estudios previos han demostrado comelaciones entre
heterocigosidad y fenotipos particulares y/o produccidbn de rasgos
caracteristicos como desamollo de estabilidad, crecimiento y desarrollo
clasificado, eficiencia metabdlica, fertilidad, supervivencia, y resistencia a

enfermedades (Honeycutt : hitp:/texnat.tamu.edu/Symp/genetics/p4.htm.)

El anélisis de ADN antiguo puede proveer un protocolo directo del tiempo
y modos de cambios genéticos dentro de poblaciones para asi poder redefinir
modelos de poblaciones extintas. Los depésitos con el mayor potencial genético
estan en los pemanentes hielos articos, cuevas de altas altitudes, y otras areas
frias, asi como ambientes aridos. La combinacion de informacién estatigrafica
con datos de radiocarbono y el analisis de restos, proveen una escala temporal
absoluta para observar mutaciones y procesos demograficos ocurridos dentro y
entre las poblaciones (Wayne et al., 1999).

3.3. Técnicas para la evaluacion de caracteristicas genéticas

En la actualidad se estan utilizando marcadores genéticos para identificar
la diversidad biética, determinacién de lineas puras de poblaciones y especies,
esclarecimientos de patemidades, conservacién de especies en peligro de
extincion y prevencion de ciertas enfermedades. Con estos marcadores se
estudian las variaciones en las moléculas por lo que se conocen como
“‘marcadores genéticos moleculares’ para diferenciarlo de los marcadores

12
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entre poblaciones puede ponerse en practica, utilizando marcadores de
aloenzimas para estimar Fsr y los modelos de islas de Wrigth (1940) para
transformar las estimaciones de Fsy dentro de estimaciones de Nm. Esta
aproximacién es considerada un método indirecto para estimar el flujo de
genes, dado que modelos de poblacion genética son requeridos para inferir la
magnitud del flujo de genes de estos efectos en las distribuciones de
marcadores genéficos (Wrigth, 1940; Wright, 1965; Slatkin, 1985; Lewontin,
1985; Slatkin, 1987; citados por Neigel, 1997).

En la mitad de los afios 60's, Hubby y Lewontin introdujeron el uso del
gel de electroforesis para medir la variacibn de proteinas naturales de
Drosophila. Desde entonces, la variacion genética ha sido estudiada utilizando
gel de electroforesis en un amplio rango de organismos (Klug y Cummings,
1994).

Una de las técnicas mas cominmente utilizada para el analisis
taxonémico es la electroforesis de productos genéticos, como son las proteinas,
donde los tejidos con grandes concentraciones de enzimas u otras proteinas
son utilizadas para este proceso.

Los productos de los genes son examinados por diferencias en tamafio,
carga y movilidad. Si dos formas de una enzima simple (isoenzimas), son
detectadas, la investigacion asume que genes diferentes codificadan las dos
formas de enzima. Pudiendo realizar comparaciones taxonémicas entre
especies 0 subespecies basadas en el nimero de productos de genes que
tienen en comun (Smith & Rodees, 1994 en Gerlach ef al., 1594).

Los marcadores genéticos se pueden utilizar para identificacion de
animales, ya que son caracteristicas estables durante toda la vida. Cabe
mencionar que la diversidad de formas existentes o polimorfismo de los grupos
sanguineos es una caracteristica importante para la identificacién individual.

14
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Ademas de los grupos sanguineos existen otros tipos de marcadores, como los
del Sistema Mayor de Histocompatibilidad (puesto de manifiesto por acciones
inmunolégicas) y los polimorfismos bioquimicos (enzimas, proteinas). Sin
embargo, estas pruebas adolecen de ciertas limitaciones al momento de
identificar a un individuo ("pruebas de exclusiéon") (Hamison, 1989; Niegel,
1997).

En la década de los 70's surgieron los primeros polimorfismos en las
secuencias de ADN. Posteriormente, se desarrollé la técnica “Fingerprinting”
(huella digital) de ADN, la cual, se basa en secuencias repetidas conocidas
como microsatélites. Dicha técnica, consiste en la representaciéon de un patrén
de bandas, unico y especifico de un individuo, obtenido a partir del analisis de
su ADN. Esta metodologia pemmitié por vez primera contar con una prueba de
inclusion (afiimandose la patemidad) (Harrison, 1989; Niegel, 1997).

La Reaccién en Cadena de Polimerasa (RCP), fue descubierta por Kary
B. Mullis (1985) quien obtuvo el Premio Nobel en Quimica por este trabajo.
Siendo un método de amplificacibn  enzimatica de  ADN
(http://www.encyclopedia.com/articles/10370DevelopmentandApplication.html;
Watson ef al., 1992). El método utiliza ciclos térmicos a millones de sintesis de
copias de una secuencia objetivo de ADN de pocas moléculas de un patrén de
ADN. La RCP ha revolucionado la biologia molecular (Erlich, 1989, citado por
McShea et al., 1997) y la biologia poblacional hasta el uso de marcadores
genéticos igual a microsatélites y ADNmt. La sensibilidad de la RCP admite al
ADN a ser amplificado de células simples.

El Método de RCP ha sido utilizado para detectar la presencia de
mutaciones producidas in vitro, diagnésticos de desordenes genéticos,
preparaciones para secuencias de ADN, identificacién de virus y bacterias en
enfermedades infecciosas, amplificacibn del ADN de fosiles, andlisis de
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defectos genéticos en gametos y células simples de embriones humanos y un
anfitrién de otras aplicaciones (Klug et al., 1994).

El método convencional de estudio de variabilidad genética es la
electroforesis de proteina. Esta técnica consiste en la separacién de proteinas
en un gel matriz y tinte histoquimico; diferenciando su movilidad las variantes
electroforéticas (aloenzimas).

Muestras puras de ADNmt pueden ser obtenidas directamente de
pequefas cantidades de tejidos con relativa facilidad para comparar secuencias
homologas de ADNmt de una amplia variedad de organismos. Aunque el ADN
nuclear total es facil de preparar, el aislamiento de las secuencias homoélogas
nucleares es mas dificil y tiene necesidades de construcciones tipicas y
pantallas genémicas para cada individuo o especies involucradas (Harrison,
1989).

El ADNmt animal presenta notablemente la conservacion del contenido
de genes. Las moléculas del ADNmt para vertebrados, insectos y equinodermos
incluyen 2 genes de ribosomas RNA (rRNA), 22 genes de transferencia de
RNA, y 13 genes claves para involucrar proteinas en el transporte de electrones
o sintesis de ATP. Cada molécula de ADNmt tiene una regién control
conteniendo secuencias que funcionan en iniciaciones de duplicaciones y
transcripciones. El orden de genes esta conservado entre vertebrados, pero a
través del phyllum se indica que ha ocurrido una mejor dispasicion (Moritz et al.,
1987, citado por Harrison, 1989).

Las moléculas del ADNmt son excepcionalmente compactas, con pocas
secuencias intergenicas, impidiendo la introduccién de genes, excepto en la
region control, existen pocos ejemplos de inserciones largas o duplicaciones. El
tamaiio de ia molécula del ADNmt en animales varia dentro y entre especies,

16
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presentandose rangos aproximados de 14 kilobases (kb) a mas que 30 kb
(Harrison, 1989).

El ADNmt es utilizado tradicionalmente en la mayoria de los estudios
sobre poblaciones naturales, utilizando restricciones en las variaciones del sitio
para valorar los patrones de variacion. En éstas investigaciones, ya sea en el
ADN gendmico total o en et ADNmt purificado, son digeridos con una serie de
endonucleotidos de restriccion que reconoce secuencias Unicas de ADN
(consistiendo de cuatro o seis nucledtidos). E| ADN digerido es sometido a
electroforesis en un gel de agarosa, y los fragmentos que resultan de la
digestion son observados por la aplicacién de “bromuro de etidio® o con auto
radiografia (Cronin ef al., 1991; Elisworth ef al., 1994). Posteriormente, se
elabora un compuesto de haplotipos para los perfiles de digestién obtenidos con
todos los endonucledtidos de restriccion (Honeycutt:http:/texnat.tamu.edu/

Symp/genetics/p4.htm).

Altemativamente, se pueden secuenciar fragmentos amplificados por
medio de la RCP de ADNmt conocidos en los venados como variables.
Recientemente, Travis & Keim (1995) mostraron que los polimorfismos de un
mech6n sencillo de ADNmt puede ser usado para diferenciar subpoblaciones de
venado mula en los alrededores del norte y el sur de el Grand Canyon (Travis &
Keim, 1995; McShea, 1997; citados por Honeycutt: http://texnat.tamu.edu/

Symp/genetics/p4.htm).

Las mitocondrias son pequeiios organelos citoplasmaticos con varias
capas intemas. Se encuentran presentes en las células de los organismos
eucariotes, pero no en bacterias ni virus. Las mitocondrias proparcionan a los
animales y plantas superiores energia mediante procesos oxidativos del 4cido
citrico y ciclos de acidos grasos, asi como los procesos combinados de
fosforilacion oxidativa y transportacion de electrones. Ademas, contienen una
pequefia cantidad de ADN que al parecer permanecié autonomo, es decir fuera
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del genoma nuclear, a lo largo de toda la historia evolutiva de animales y
plantas (Gardner, 1988).

Los locus de microsatélites fueron descritos en 1989 por Weber & May.
Siendo una nueva clase de marcadores de ADN que evitan los anteriores
criicismos de aloenzimas. Los microsatélites son segmentos cortos de ADN
que contienen una forma simple de reproduccion de nucleétidos, tales como la
reproduccién de dinucledtidos d(GT)n o la reproduccién de trinucleotidos
d(TCC)n. La reproduccién de d(GT)n ocurren aproximadamente 75,000 veces
en mamiferos y son colocados en un patrén al azar muy grande a través de un
genoma base de 3- billones; otras formas de reproduccién ocurren en menos
frecuencias (McShea, 1997, citado por Honeycutt: hitp://texnat.tamu.edu/

Symp/genetics/p4.htm).

La clasificacion de subespecies es indudablemente mas claro en papel
que en campo. Walimo (1981, citado por Gerlach et al., 1924) comenta que la
clasificacion del venado puede ser arbitraria. Las subespecies aparecieron del
aislamiento genético de la primer especie y de la seleccion genética impuesta
por diferentes ambientes. El mismo autor comenta, que "una subespecie esta
mejor adaptada a su propio habitat y menos adaptada para existir en el habitat

de otra subespecie”.

Harrington (1978, citado por Gerlach et al., 1994) dirigi6 los beneficios
de la clasificacién anatomica, concluyendo que hay poca informacién disponible
para establecer las relaciones entre venados. Recientes avances en estudios
genéticos y de electroforesis han ayudado a establecer nuevos grados de
relaciones, sin embargo, algin dia podra clarificarse las relaciones entre el
género de los ungulados (Harmrington, 1978; Walimo, 1981; Krausman, 1994;
citados por Gerlach et al., 1994).
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3.4. Estudios genéticos realizados en venado y otras especies

La utilizacibn mas comiin del ADN ha sido dirigida sistematicamente
hacia especies extintas, siendo demostrado en un estudio del extinto lobo de
Tasmania (Thylacinus cynocephalus), un marsupial analogo del lobo gris que
desaparecié a mediados del siglo veinte (Thomas et al., 1989, citados por
Wayne ot al., 1999).

En la actualidad, con los avances en el conocimiento de la ecologia,
bioquimica, hibridacién, inmunologia y genética, los investigadores han incluido
nuevos criterios en un esfuerzo para obtener especies y subespecies,
relaciones de familias, y evoluciébn de ordenes. Para el venado de
Norteamérica, el comportamiento puede ser justamente tan importante como el
tamafio de su cuerpo y la configuracién de sus astas. De acuerdo con algunos
investigadores, el color del pelo es uno de los criterios mas importantes en su
clasificacign (Krausman, 1994, citado por Gerlach ef al., 1994).

Cada animal tiene una combinacién genética Unica e imeproducible. Esta
puede ser guantificada a través del uso de marcadores genéticos. Los perfiles
obtenidos mediante esta metodologia permiten la implementacién de programas
para la priofizacion de areas para conservacion, manejo, reintroducciones y
manutencion del germoplasma de la especie de interés (Leberg et al., 1994,
Kark ef al., 1999), pudiendo también realizarse comparaciones taxonémicas
entre especies 0 subespecies basadas en el nimero de aminoacidos sustituidos
o diferentes secuencias que se observan en el ADNmt (Smith et al., 1994,
citados por Gerlach, 1994).

Geist, 1994 (citado por Gerlach et al., 1994) menciona que Cronin (1988)
estudié los genes mitocondriales (ADNmt) en venados del estado de Montana, y
Carr ef al., 1986, realizaron algo similar en Texas, donde las poblaciones de
venados bura y cola blanca se traslapan, siendo los pioneros en la investigacion
de genética de poblaciones de venados.
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El v.c.b. provee un excelente ejemplo para estudios detallados de
variaciébn genética a nivel micro y macro geograficos. Esta especie dividida en
30 subespecies distribuidas en las regiones Neartica y Neotropical, muestran
una organizacién social similar a mas mamiferos poligamos (Baker, 1984,
citado por McShea et al., 1997).

Algunas diferencias raciales enire las poblaciones de v.c.b. pueden ser
genéticamente contrastantes en su especie. Por lo cual, las razas o
subespecies estan restringidas a varias amplitudes fisiolégicas y morfoldgicas.
Por ejemplo, los bi6logos de vida silvestre y manejadores tradicionales explican
diferentes tallas entre subespecies en funcién de la nutricion, calidad del habitat
y densidad poblacional (Halls, 1984).

Estudios recientes sugieren que los patrones de diversidad genética
influyen significativamente en la viabilidad y persistencia de poblaciones locales
(Vrijenhoek, 1994; Frankham, 1996; Riddle, 1996; Lacy, 1997, citados por Kark
et al, 1999). La identificacién y mapeo de patrones espaciales y diversidad
genetica intraespecifica pueden ser vitales cuando se definen criterios para
priorizacién de areas de conservacion.

Las diferencias entre subespecies ocurren obviamente por muchas de las
caracteristicas fenotipicas del venado, pero las bases genéticas para la
diferenciacion taxonémica de subespecies no son lo bastante conocidas. Seis
subespecies localizadas en |la costa de Florida, Texas y Virginia, han sido
estudiadas electroforéticamente no detectandose entre las subespecies niveles
significativos de diferenciacidon genética con alelos fijos (Halls, 1984).

El v.c.b. tiene un alto nivel de variabilidad genética similar al de algunos
mamiferos mayores. Baccus et al., (1983) reportan que la variabilidad genética
entre 10 especies de ungulados no parece estar correlacionada con la talla del
cuerpo. Todas las especies de mamiferos silvestres con alta heterocigosidad
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ocurren en grandes areas y ocupan una variedad de habitats. Sin embargo,
algunas especies con baja heterocigosidad, como es el 0so negro, tienen parte
de estas caracteristicas (Manlove et al., 1980; Baccus et al., 1983; citados por
Halls, 1984).

En general, los locus que contribuyen mas a la variabilidad genética del
v.c.b. son de s6lo dos alelos. La betahemoglobina es el locus mas estudiado en
venado presentando seis alelos (Kitchen et al, 1967; Huisman ef al, 1968;
Kitchen, 1969; Taylor et al, 1972; Harris et al, 1973; Manlove et al, 1976;
Smith et al., 1976; Taylor & Easley, 1977; Ramsey et al., 1979; citados por
Halls, 1984).

Halls (1984) menciona un estudio realizado con v.c.b. utilizando 35 locus.
De éstos, 27 presentaron solo un alelo. La mayoria de ellos (71%) en
mamiferos tienen un alelo.

Carr et al. (1986) estudiaron poblaciones simpatricas de v.c.b. y venado
bura (Odocoileus virginianus y Odocoileus hemionus, respectivamente) en el
oeste de Texas, los cuales comparten una resiriccibn comin del genotipo del
ADNmt. Los anadlisis genéticos indican que este tipo es mas caracteristico de O.
virginianus que de O. hemionus. El genotipo del venado del oeste de Texas
difiere del O. virginianus del Sur de Carolina por 5 eventos mutacionales (1.39%
de secuencias divergentes), mientras que difiere del O. hemionus de California
en 17 eventos (55% de divergencia). Estos investigadores, sugirieron que la
hibridacién interespecifica esta ocurriendo, primariamente entre el venado bura
macho y el v.c.b., con absorcién preferencial de la progenie dentro de la pila
genética del venado bura. La hibridacién introgresiva puede comprender el
desplazamiento actual del venado bura por el v.c.b. en el oeste de Texas.

Breshears ef al. (1988) estudiaron la variabilidad genética de 36 locus del
v.cb. en el Sur de Carolina. Evaluaron el promedio de heterocigosidad de
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multilocus (H), el porcentaje de locus polimérfico (P) y el nimero promedio de
alelos por locus (A) calculandolo y comparando dichos valores con resultados
de ejemplares de diferentes localidades (SRP de venado H=9.9 %, P 0.05=30.6
%, A=1.89; promediando el venado cola blanca: H=10.4 %, P 0.05=32.3 %,
A=1.94). La distribucion de los valores de frecuencia por locus con
heterocigosidad simple (H) y el nimero de alelos por locus para venado cola
blanca puede ser significativamente diferente al de los mamiferos en general. El
analisis de locus simples son datos basados en estructura cuaternaria y grupos
funcionales de proteinas faltando demostrar diferencias esperadas como
predicciéon de la literatura. El v.c.b. tiene un alto nivel de heterocigosidad, sin
embargo, no exhibe mucho de su historial de vida y de caracteristicas
ambientales asociadas con alta heterocigosidad en otros animales.

Cronin et al. (1991) estudiaron la heterogeneidad espacial del ADNmt y
de aloenzimas entre poblaciones de v.cb. y venado bura de la cadena
montafiosa de Montana. Enconfrando que la diferenciacion de Ilas
subpoblaciones de v.c.b. fue significativo para dos locus de aloenzimas pero no
para el ADNmt, y el grado total de diferenciacion fue bajo. El flujo de genes,
fundamenta recientemente a las subpoblaciones, y la estructura de crianza
poligama pudo haber contribuido totalmente a este modelo. Gran diferenciacién
fue evidente entre poblaciones disyuntas que entre subpoblaciones contiguas
por el ADNmt y un locus de aloenzimas.

Derr (1991) utilizando electroforesis de proteinas estimd el grado de
intercambio genético entre el v.c.b. (Odocoileus virginianus) y el venado bura
(Odocoileus hemionus) en areas simpatricas del suroeste de Estados Unidos.
La variacién alélica de 25 genes locus fueron presumiblemente encontrados en
201 venados de 31 localidades. Sin embargo, menciona que la hibridacién inter
especifica ha sido previamente documentada con ambos marcadores, el
nuclear y el mitocondrial. Otras areas simpatricas en el suroeste muestran poca
evidencia de introgresién del gen nuclear. No obstante, la hibridacion fue
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evidente en algunas localidades con 2.0% del v.c.b. y 1.7% de heterocigosidad
del venado bura en uno de 2 diagnésticos del locus nuclear.

Ballinger et al. {1992) examinaron 30 locus de aloenzima y 35 sitios de
restriccion de ADNmt en 24 venados cola blanca y 46 venados bura en una
zona de hibridacién en el oeste de Texas. Un genotipo comin de ADNmt se
presenté en todos los venados bura y 67% en el v.c.b. El locus de albumina, se
present6 en 13% de los v.c.b. y 24% en venados bura heterocigotos, partiendo
de alelos que son juiciosos; el 7% del venado bura es homocigoto para el alelo
que es caracteristico del v.c.b. alopatrico. El flujo del gene aparenté haber sido
bidireccional, con gran introgresion genética en venado bura. Los datos del
ADNmt sugieren que hubo una unién entre el venado bura y el v.cb. en el
pasado. No obstante, la evidencia de introgresion genética con el analisis de
genotipos multilocus indican que ninguno de los venados examinados fue un
hibrido F1.

Elisworth et al. (1994) estudiaron la diferenciacion genética y el fiujo de
genes entre poblaciones de v.c.b. encontrando que la proporcién de variacion
del ADNmt es atribuible a diferencias entre poblaciones (Gst= 0.621)
excediendo todos los valores derivados por permutaciones (media de 100
pruebas=0.136, valor maximo=0.187) indicando un alto nivel diferenciado de
ADNmt entre poblaciones. En la prueba para la heterocigosidad geografica
entre poblaciones vecinas se detectan diferencias (P<0.001) en la frecuencias
de todos los ADNmt haploides denfro de todos los subgrupos de poblaciones
examinadas.

Estudios genéticos utilizando marcadores nucleares y mitocondriales de
ADN, han mostrado alguna subdivisién genética en los rangos del v.c.b. y han
sido benéficos en la identificacion de regiones de hibridacién interespecifica
entre el v.c.b. y el venado bura (Odocoileus hemionus) (Carr et al., 1986, Derr
1991). Estudios de ADNmt y de aloenzimas (Ellsworth ef al, 1994), han
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mostrado que, para la mayor parte de los patrones de subdivisién genética en
v.c.b. del sureste de los EE.UU. no corresponden a la subdivisiébn taxonémica
en términos de reconocer subespecies. Por otra parte, Cronin (1992, citado por
McShea et al,, 1997) determiné las caracteristicas genactipicas del v.cb. en
diferentes regiones de Norteamérica, utilizando el analisis de restriccion de
enzimas de ADNmt.

Halls (1984) menciona que los niveles de variabilidad genética difieren
considerablemente a ftravés de poblaciones de v.cb. Los valores de
heterocigosidad varian mas que el nimero de alelos por locus y la proporcion
de locus polimorficos.

Ellsworth ef al. (1994) investigaron la influencia de eventos histéricos
biogeograficos para examinar los patrones de variacién en el ADNmt en v.c.b.
aprovechados cinegeneticamente en el continente y en poblaciones islefias en
el sureste de E.U.A. Poblaciones mayores de 60 km pero menores de 170 km
estaban compuestas de 35 haplotipos ADNmt. Ahi se presenté un alto grado de
variacién geografica en la frecuencia de haplotipos del ADNmt entre grupos,
aun entre vecinos. Este descubrimiento no fue consistente con la hipétesis de
distancia de aislamiento. Tampoco lo fue con subespecies y grupos definidos
por designaciones filogenéticas de ADNmt previamente definidas (definicion
taxonémica basada en su morfologia), una norma también observada por
Cronin (1991).

El ADNmt del venado bura de las Montafias Rocosas y de v.c.b. en
Montana fue muy similar, y ambos divergen grandemente del ADNmt del
venado cola negra. El alelo albumina del v.c. negra esta estrechamente ligado
con aquellos del venado bura (Cronin, 1991). Mientras que aquel del venado
bura y v.c.b. son diferentes (Van Test & Cowan, 1966; Gavin & May, 1988;
citados por Geist, 1998).
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El ADNmt es matemalmente transmisible y tiende a ser variable entre
especies. Por esta razén es adecuado para inferir la influencia de procesos
histéricos en la diferenciacién genética entre poblaciones, estimando niveles de
fluyjo de genes cercanos por hembras, y determinando la contribucion
reproductiva de hembras en las poblaciones particulares (Hutchison ef al., 1974;
Brown, 1983; citados por Elisworth ef al., 1994).

Las zonas de transicibn ecologica (ecotonos) pueden ser parte
fundamental en el mantenimiento de las generaciones de la biodiversidad. La
seleccion divergente puede producir diferenciaciones morfolégicas en la
presencia de un alto flujo de cruzas de genes entre poblaciones contiguas con
el modelo de especializacion divergencia con flujo de genes. La divergencia
morfolégica es también generada en escalas geograficas pequefias que tienen
una dispersion potencial y un flujo de genes a través de gradientes ambientales.
Los ecotonos pueden servir como sitios importantes de diversidad genética
entre rangos de especies y pueden garantizar una alta conservacion (Peterson,
1995; Smith ef al., 1997; citados por Kark et al., 1999).

Los estudios para determinar diferencias genéticas no Unicamente se
han desarrollado en los venados cola blanca, sino también en especies que
representan un valor biolégico, ecolégico y econémico para el ser humano,
siendo éstas especies las que a continuacidn se mencionan, asi como los
estudios que se han realizado:

Wayne ot al. (1992) examinaron la variabilidad en el ADNmt en 26
poblaciones de lobo existentes a lo largo de toda su area de distribucién
geografica. Encontrando que la diferenciacion genética entre las poblaciones
existentes en la actualidad, puede ser un fenémeno reciente que refleja una
larga historia de aislamiento genético, declinacién poblacional y fragmentacién
del habitat.
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Waits ef al. (1998a) obtuvieron datos de secuencias de 294 nucleétidos
de la regiébn control del ANDmt de 317 osos café (Ursus arctos) en
Norteamérica. Para examinar su historia evolutiva y evaluar la divergencia
genética entre individuos de diferentes regiones geograficas, detectaron 28

secuencias Unicas o bhaplotipos de ADNmt. El porcentaje de secuencia
divergente entre haplotipos fue alto (4.3%) y algunos haplotipos difirieron en 23
nucledtidos. Los analisis filogenéticos utilizando la maxima parsimonia revelaron
cuatro grupos mayores de ADNmt filogeografico. La estructura filogeografica
significativa detectada en osos café contrasta fuertemente con resultados
obtenidos en otros camivoros mayores y sugiere un flujo genético limitado,
mediado por las hembras.

Los autores mencionan que los grupos de ANDmt filogeografico no se
comrelacionan con clasificaciones taxonémicas de Ursus arctos, proponiendo la
hipétesis que los grupos fueron formados antes de las migraciones de esta
especie hacia Norteamérica.

Waits ef al. (1998b) utilizaron la técnica de la RCP para amplificar el
ADNmt de 169 osos café (Ursus arctos) y realizar una comparacién de la
diversidad genética en Norteamérica.

Estudios previos de filogeografia en poblaciones naturales han
demostrado que pequeifios mamiferos con baja movilidad, como la ardilla de
bolsillo {Genomys pinteis), generalmente presentan wuna estructura
filogeografica significativa de ADNmt, y mamiferos con alta movilidad como el
coyote (Canis latrans); alce (Alces alces), caribu (Rangifer tarandus) y 0so
negro (Ursus americanus), presentan poca o ninguna estructura filogeografica
de ADNmt (Avise ef al, 1979; Lehman & Wayne, 1991; Cronin ef al., 1991,
Cronin, 1992; citados por Waits ef al., 1998b).
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En Esparfia se realiz6 un estudio genético mediante marcadores de
microsatélites de poblaciones de cabra montés, con la finalidad de precisar las
caracteristicas genéticas de la cabra bucardo (Capra pyrenaica pyrenaica), la
cual, presenta alto riesgo de extinguirse. El objetivo fue determinar la poblacién
mas polimérfica y similar genéticamente para cruzarse con ésta. Mediante en el
analisis filogenético los autores encontraron que los bucardos mas parecidos
fueron el de Tortosa y el de Muela de Coriés, que serian los candidatos para
una hibridacién con el ejemplar de C. p. pyrenaica (Jiménez et al., :http://

etsia.upv.es/acteon/njimenez.htm).

Utilizando la técnica de RCP, Talbot et. al. (1996) observaron que el ADN
de microsatélites detectados originalmente en ovejas y ganado bovino también
fueron detectados en el wapiti (Cervus elaphus) en Norteamérica. Estos
autores, han desarrollado un porcentaje de pruebas en wapitii utilizando siete
marcadores de microsatélites que son altamente polimérficos e informativos.

En una colecta sistematica de heces fecales de coyote (Canis latrans) en
el sur de California, permiti6 a investigadores tener una mayor exactitud en
estimaciones del tamaio poblacional, radio sexual, y patrones de movimiento
que no fueron aparentes en un estudio con radictelemetria (Kohn ef al., 1999
citados por Wayne et al., 1999).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion de las areas de estudio

Las areas de colecta de las muestras de piel (39), higado (16) y corazén
(11) de los venados cola blanca fueron ranchos particulares registrados como
UMA's (Unidades para la Conservacibn, Manejo y Aprovechamiento
Sustentable de la Vida Silvestre), donde se realiz6 aprovechamiento cinegético
durante la temporada 2000-2001. Algunas muestras de astas (14), huesos (4) y
piel se colectaron durante los meses de junio y julio de 2001, sumando 48
ranchos ubicados en los estados de Coahuila (2), Nuevo Le6n (29) y
Tamaulipas (17) (Tabla ). Las zonas de muestreo se ubican en la regién del
noreste de México, principaimente en la Gran Llanura de Norte América, la
Provincia de la Llanura Costera del Golfo Norte y parte de la Provincia de la
Sierra Madre Oriental.

Las dreas de muestreo y sus coordenadas geograficas se muestran en la
tabla | y se observan en la figura 1:

4.2. Descripcién de las reas de estudio

4.2 1. Fisiografia

Las areas de estudio (48 ranchos), se ubican dentro de las Provincias
Fisiograficas Gran Llanura de Norteamérica, cormespondiendo a la Subprovincia
de Llanuras de Coahuila y Nuevo Leén, Llanura Costera del Golfo Norte y la
Sierra Madre Oriental.

La Provincia de la Gran Lianura de Norteamérica, en México se extiende
desde el norte de Coahuila atravesando el norte de los estados de Nuevo Ledn
y Tamaulipas, siendo la Subprovincia de Llanuras de Coahuila y Nuevo Leén, la
Unica presente en México.
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41 LOS BUENTELLOS
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43EJ. DELICIAS

44 KM. 106

45L0S TRIPONES
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. Figura 1

Ubicacién geografica de las areas de colecta.
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La Provincia de la Lianura Costera del Golfo Norte, en México se
extiende sobre la costa del Golfo, desde el rio Bravo (Reynosa, Tamaulipas)

hasta la zona de Nautla, Veracruz.

La Provincia de la Sierra Madre Oriental, en México corre desde sus
limites con la del eje neovolcanico en sentido paralelo del Golfo de México,
terminando en la region del "Big Bend"” en Texas, EE.UU. (Andnimo, 1981;
Anénimo, 1983; Vargas, 1997).

4.2.2. Topografia

La Provincia de la Gran Llanura de Norteamérica presenta altitudes entre
los 105-1,000 mts. El rasgo mas destacado de esta Provincia es la presencia de
amplias llanuras cubiertas con vegetacion de matorral. Presenta una gran
variedad de pendientes en su topografia, asi como relieve suave, escarpado,
abrupto y casi planos.

La Provincia de la Llanura Costera del Golfo Norte, en México presenta
altitudes entre los 150-500 mts. En general, el relieve de la zona esta
constituido por lomerios suaves, sierras bajas, bajadas y Illanuras. Con
presencia de pendientes rectas (precipicios) y suaves.

La Provincia de la Siefra Madre Oriental, presenta altitudes entre los
2,000-3,160 mts. La topografia de esta Provincia es imeqular, ya que se
observan areas planas con pendientes de 2% hasta zonas abruptas que liegan
a alcanzar pendientes hasta el 100% (Anénimo, 1981; Anénimo, 1983; Vargas,
1997; Muiioz, 2001).

4.2.3. Clima

La Provincia de la Gran Llanura de Norteamérica, presenta
principaimente climas secos, semisecos y semicalidos subhimedos en
pequefias areas. Estos tipos de clima se caracterizan por su baja humedad y
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escasa precipitacién, ocasionados por la influencia de vientos secos en la zona,
exceptuando de esta caracteristica la porcién sur, donde debido a la influencia
de las masas de aire humedo el clima es semicdlido subhimedo. La
precipitacién en esta provincia oscila entre los 300 y 700 mm anuales, con una
temperatura en media anual de 22°C, con minimas de 13°C y maximas de 32°C
medias mensuales (Anénimo, 1981; Anénimo, 1983; Vargas, 1997; Mufioz,
2001).

La Provincia de la Llanura Costera del Golfo Norte, presenta climas de
tipo semicalidos subhimedos como dominantes, aunque en una area reducida
en el noroeste presenta un clima seco. Presentandose una precipitacion que
oscila entre los 600 y 1,000 mm anuales, y una temperatura media anual de
18°C y 22°C, con minimas de 14°C y maximas de 30°C medias mensuales
(Anénimo, 1981; Anbénimo, 1983; Vargas, 1997; Mufioz, 2001).

La Provincia de la Sierra Madre Oriental, presenta una distribucion de
climas complejo, ya que ocumren los tipos secos, extremaosos, semisecos,
templados y semicalidos. Esto se debe a la diferencia de altitudes presentes en
la cadena montaiosa, presentandose una precipitacién que oscila entre los 200
y 1,200 mm anuales, y una temperatura media anual entre los 12°C y 22°C, con
minimas de bajo 0°C y maximas de 29°C medias mensuales {An6nimo, 1981;
Anénimo, 1983; Vargas, 1997; Mufioz, 2001).

4.2.4. Suelos

En la Provincia de la Gran Llanura de Norteamérica, predominan suelos
de tipo xerosol lavico, calcico y haplico. Otros tipos de suelos presentes pero
poco desarrollados en esta Provincia son los regosoles del tipo calcarico y
éutrico asociados con litosoles, rendzinas y xerosoles. Debido a su gran
diversidad de topomorfas, también se encuentran suelos verlisoles cromicos y
peélicos entre otros.
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En la Provincia de la Llanura Costera del Goifo Norte, los suelos que
predominan son los vertisoles profundos de color oscuro. La diversidad de
asociaciones ocasiona una gran variedad de suelos, encontrandose rendzinas
con litosol, suelos someros limitados por caliche, regosoles, rendzinas,
xerosoles haplicos, calcicos y lavicos, profundos y de color claro. Aflorando
principaimente sedimentos marinos no consolidados (arcillas, arenas y
conglomerados).

La Provincia de la Sierra Madre Oriental, presenta suelos predominantes
de tipo litosol, los cuales, presentan menos de 10 cm de profundidad, ademas
de rendzinas. Asociados a estos, se encuentran regosoles calcaricos, xerosoles
calcicos, haplicos, feozem calcarico y luvisol cromico. En las zonas de lomerios,
bajadas y llanuras se presentan los xerosoles haplicos y calcicos profundos
(Anénimo, 1981; Anénimo, 1983; Vargas, 1997; Mufioz, 2001).

4.2.5. Vegetacion

En la Provincia de la Gran Llanura de Norteameérica, los dos tipos de
vegetacion caracteristicos son el matorral espinoso tamaulipeco y mezquital, sin
embargo, también se presenta matorral submontano, matorral desértico
micréfilo, vegetacion haléfila, pastizal natural e inducido y una pequefia porcion
de selva baja perennifolia.

Las especies mas representativas son: Prosopis glandulosa Torr. var.
torreyana M.C., Acacia rigidula Benth., Guaiacum angustifolium (Engelm.)
Gray., Cercidium macrum |M. Johnst, Acacia berlandieni Benth., Acacia
famesiana (L.) Benth, Castela Turp. erecfa (T.&G.) Cronq., Leucophylium
frutescens (Berl.) |.M. Johnst. y Karwinskia humboldtiana (R.&S.) Zucc.

En la Provincia de la Llanura Costera del Golfo Norte, los tipos de
vegetacion que dominan en llanuras y lomerios son matorral submontano y
matorral espinoso tamaulipeco. También se encueniran bosques de encino,
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encino-pino y pino en los sitios mas altos, mezquitales y manchones pequefios
de bosque espinoso caducifolio en algunas planicies.

Las especies mas representativas son: Acacia rigidula Benth., Prosapis
glandulosa Torr. var. torreyana M.C., Guaiacum angustifolium (Engelm.) Gray.,
Acacia berlandieri Benth., Parkinsonia aculeala L. Eysenhardtia texana
Scheele, Acacia wrightii Benth., Acacia greggii Gray, Acacia famesiana (L.)
Willd., Quercus canbyi Trel., Helietta parvifolia (A. Gray) Benth., Forestiera
angustifolia Torr., Havardia pallens (Benth.) Britton & Rose, Neopringlea
integrifolia (Hemsl.) S. Wats., Zanthoxyllum fagara (L.) Sarg. y Fraxinus greggii
Gray.

La Provincia de la Sierra Madre Oriental, presenta una gran diversidad de
tipos de vegetacion entre los cuales se encuentran bosques de pino, encino,
pino-encino, matorral desértico rosetéfilo, matorral desértico micréfilo, matorral
submontano, matorral de coniferas, chaparral, pastizal natural e inducido, esta
gran diversidad de ecosistemas se da por la combinacion de caracteristicas del
sueio, topografia y climas.

Las especies mas representativas son. Pinus cembroides Zucc., Pinus
pseudostrobus Lindl., Pinus hartwegii Lindl., Quercus intricata Trel.,, Quercus
gregii (A. DC.) Trel., Quercus mexicana (H.&B.), Fraxinus greggii Gray, Acacia
beriandieri Benth., Acacia famesiana (L.) Willd., Leucaena greggii S. Wats.,
Juniperus flaccida Schlecht., Arbutus jalapensis H.B.K., Yucca filifera Chabaud,
Rhus virens Gray (An6tnimo, 1981; Anénimo, 1983; Vargas, 1997; Muiioz,
2001).

4.2.6. Fauna silvestre
La fauna silvestre que se encuentra distribuida dentro del 4rea de estudio

de la presente investigacion es muy diversa, presentandose especies que
representan distinto tipo de interés para el ser humano como el econémico,
ecolégico, cultural y social.
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Entre las especies mas comunes que se encuentran relacionadas con el
habitat del v.c.b. (Odocoileus virginianus Boddaert) se encuentran los
mamiferos como: el puma (Puma concolor stanieyana Goldman), gato montés
(Lynx rufus texensis Mearns), coyote (Canis latrans microdon Say), mapache
(Procyon lotor fuscipes Meams), jabali de collar (Pecari tajacu angulatus
Dalquest), marrano salvaje (Sus scrofa, especie introducida) y en las areas
montafiosas el oso negro (Ursus americanus eremicus Merriam.); entre las aves
se encuentran la paloma alas blancas (Zenaida asidtica Linnaeus), la huilota
(Zenaida macroura Linnaeus), codomiz nortefia (Colinus virginianus Linnaeus),
codorniz crestiblanca (Callipepla squamala), guajolote silvestre (Meleagris
gallopavo Linnaeus), cardenal (Cardenalis cardenalis), Cenzontle (Mimus
polyglottos Linnaeus), aguilila (Buteo jamaicensis J.F. Gmelin), zopilote
(Coragyps airatus Bechstein), aura (Cathartes aura Linnaeus), correcaminos
(Geococcyx californianus Lesson) y entre los reptiles se encuentran la vibora de
cascabel (Crotalus lepidus lepidus Kennicot), tortuga del desierto (Gopherus
berlandieri Agassiz), entre otros.

4.3. Metodologia de investigacion

4.3.1. Seleccion de las areas de estudio

El area de estudio comprende ranchos ubicados en los estados del
noreste de México, principalmente en Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas,
seleccionandose aquellos que presentaban el registro correspondiente ante la
SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales) como
UMA's. Ademas para seleccionar las areas de estudio se contd con el apoyo
logistico y econdmico del Consejo Estatal de Flora y Fauna Silvestre de Nuevo
Leén, A.C., la Unibn Ganadera Regional de Nuevo Leén a través de ANGADI
Delegacion Nuevo Ledn, la SEDUE del estado de Tamaulipas y CEMEX
(Cementos Mexicanos), organizaciones que administran y asesoran a
propietarios de UMA's.
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AmpliTad DNA polimerasa; 30 ul de agua esterilizada y 2 gotas de aceite
mineral. La reaccidn se realiza en un termociclador de RCP, el cual facilita el
uso de reacciones maltiples. El termociclador debera alcanzar la temperatura de
96°C durante 2 minutos. Posteriormente se introducen los tubos con la mezcla
de reaccién por 5 minutos a la misma temperatura. La mezcla total de la
reaccion se amplifica a 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: a)
Desnaturalizacion, 45 segundos a 94°C; b) Emparejamiento, 30 segundos a
54°C; ¢) Extension, 2 minutos a 72°C ; — Finaliza, se establece a 4°C.

Para comprobar la amplificacion del ADN, este se corre en gel de
agarosa al 0.8%, depositandose en los carriles de migraciéon 2 pl de ADN por
muestra, complementandose con 40 o 50 pl de agua destilada. Del testigo se
toma 1 pl y se agregan 2 pl del colorante fluorescente azul mas el agua; las
muestras se corren en la camara de “electroforesis”. Posterior, a la tincion con
bromuro de etidio del gel de agarosa al 0.8%, se fotografia en el Eagle eyes
(Figura 3).

Los productos de la RCP fueron purificados con QlAquick™ PCR
Purification Kit Protocol. Para comprobar la purificacion del ADN se corre en gel

de agarosa al 0.8%, depositando en los carriles de migracién 2 pl de ADN por
muestra purificada y se complementan de 40 a 50 pl con agua destilada. Del
ladder se toma 1 ul, agregando colorante fluorescente azul 1.5 pl, mas el agua;
corriendose las muestras en la camara de “electroforesis’. Posteriormente, a la
tincion con bromuro de efidio del gel de agarosa al 0.8%, este se fotografia en
el Eagle eyes (Figura 4).

Para el corrimiento de las secuencias del ADNmt se utiliza la RCP. Se
preparan 10 ul de mezcla de reaccion que consiste en lo siguiente: 1 ul de ADN
mt purificado; 1 pl del iniciador (2 pm/ul); 2 ul de Bigdye; 1.8 pl de 5x Seq.
Buffer; 4.2 ul de HOH (agua esterilizada) y una gota de aceite mineral, ésta
mezcla es para cada iniciador (LGL283 y LGL1115). El termociclador debera

38
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primero, alcanzar la temperatura de 96°C durante 2 minutos. A la mezcia total
de la reaccidon se le realiza la secuencia por 32 ciclos bajo las siguientes
condiciones: a) Desnaturalizacién, 30 segundos a 96°C; b) Emparejamiento, 15
segundos a 50°C; c) Extension, 4 minutos a 60°C; donde finaliza el proceso y
se establece a 4°C.

El ADN fue purificado, antes de ser analizadas las muestras en el
AB1373A automatizado DNA Sequencher (ABI, Foster City, Calif.).

El ADN se centrifuga con vacio en el Speed Vac Concentrator,
posteriormente cada muestra de ADN se puso a 96°C por 3 minutos, de cada
muestra se toma 1.1 ul de ADN y se deposita en el AB1373A automatizado
DNA Sequencher por 8 horas.

La informacion obtenida de las secuencias fueron importadas dentro de
Sequencher™ 3.0 Tutorial (1995) (Gene Code Corporation, Ann Arbor, Ml) y
alineadas utilizando un parametro de reconocimiento >85% de identificacion de
secuencias. De la alineacién de las secuencias se analizé un segmento de 598
pb (pares de bases) de cada individuo y los haplotipos fueron identificados por
diferencia en la secuencia de nucleotidos.

Las relaciones filogenéticas entre los grupos de haplotipos fueron
analizadas mediante el método de neighbor-joining de Kimura de dos
parametros en el programa computacional PAUP * 3.11 (Swofford, 1990),
también, se determinaron las distancias de los datos de la matriz para los
haplotipos por medio de Kimura de dos parametros. Utilizandose ademas, el
programa computacional MEGA V.21 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, version 2.1) (Kumar et al, 2001), para determinar las relaciones
filogenéticas entre los haplotipos.

Para determinar la diferencia dentro y entre las poblaciones se utilizé el
programa computacional Arlequin ver 2.0 (Schneider ef al., 2000) {(con un nivel
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de significancia a= 0.05). Determinando la frecuencia de los haplotipos por
subespecie por medio de la prueba de neufralidad selectiva de Ewens—
Watterson (Ewens, 1972); asi como, la diversidad de genes por subespecie
(Nei, 1987). Para el analisis entre poblaciones se utilizé la Fsy (F-estadistica de
la frecuencia de los haplotipos) (Wright, 1978, citado por Schneider ef al., 2000)
asi como el analisis de diferenciacion de muestras basada en frecuencia y
secuencia de los haplotipos (Raymond & Rousset, 1995).

Mediante el programa Arlequin ver 2.0 (Schneider ef al., 2000) se
determinaron los cambios presentados en los nucleétidos entre dos secuencias
tomadas al azar.
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Figura 5. Andlisis filogenético de los 7 grupos de haplotipos del v.c.b. del noreste de
México. Arbol obtenido del Neighbor-joining Kimura de dos parametros en PAUP* 3.11.
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La tabla Il muestra los individuos analisados de la subespecie fexanus
(Figura 13) con sus grupos de haplotipos 1(Figura 6), 2 (Figura 7), 3 (Figura 8),
4 (Figura 9), § (Figura 10) y 6 (Figura 11); la subespecie miquihuanensis se
presenté en los grupos 1, 3 y 7 (Figura 12). La subespecie veraecrusis,
presenté los grupos de haplofipos 1, 3, y 5.

En los anteriores resultados, se observé que los individuos muestreados
de la subespecie fexanus, pertenecen al mayor nUmero de grupos de haplotipos
y a su vez la mayor diversidad. Sin duda, el elevado nimero de muestras
contribuy6 a este resultado.

En lo referente a las caracteristicas mitocondriales, las subespecies
miquihuanensis y veraecrusis presentaron el mismo nimero de grupos de
ANDmt con 3, dos de los cuales se observaron en ambas subespecies (1y 3) ¥y
el grupo de haplotipo 5 en la subespecie veraecrusis. El haplotipo 7 se present6
en la subespecie miquihuanensis. Resulta interesante que las caracteristicas
mitocondriales del v.c.b. miquihuanensis, son muy homogéneas entre los
individuos a pesar de que el muestreo fue relativamente alto. Los individuos de
la subespecie veraecrusis al parecer presentaron una mayor diversidad
genética con relacién a la miquihuanensis.

4
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La figura 13, muestra los 7 grupos identificados en el anélisis realizado
en PAUP* 3.11, donde se observé que en la parte central con direccién Este en
el estado de Nuevo Ledn y en la parte Oeste de Tamaulipas, se presentaron
dos grupos principales de haplotipos (1 y 3), observandose estas caracteristicas
en su mayoria en ejemplares de la subespecie fexanus en los limites del sur y
en la subespecie miquihuanensis.

Existen indicios de que durante las épocas glaciales, se produjo una
fragmentacién en las poblaciones del v.c.b. ubicadas en el sureste de EE.UU.,
pudiendo haber sido subdivididas durante el Pleistoceno por rangos de
fragmentacién (Cronin et al., 1991), creandose varios nicleos de poblaciones.
Este proceso natural de aislamiento pudo presentarse en la zona de Nuevo
Le6én y Tamaulipas mencionada en el parrafo anteriormente y representada en
la figura 16, zona Il. Concentrandose las poblaciones de los venados en zonas
que presentaban una mejor calidad de habitat para su subsistencia; creandose
nucleos de poblaciones en aquellas areas dornde existian importantes fuentes
de agua y de alimento. Esto posiblemente trajo como resultado que los
individuos presentaran caracteristicas genéticas semejantes, como la presencia
de los dos grupos de haplotipos en la zona mencionada.

Algunos estudios genéticos, han mosirado alguna subdivision genética
en los rangos del v.c.b. como los estudios de ADNmt y de aloenzimas, éstos
han demostrado que los paftrones de subdivision genética en el v.c.b. del
sureste de los EE.UU., no corresponden a la subdivision taxonémica en
términos de reconocer subespecies (Ellsworth et al., 1994 citados en McShea ef
al., 1997).

En forma particular, dentro de los individuos presuntamente de la
subespecie miquihuanensis se presento el individuo OVMX916 (Figura 12-Tabla
Vi), con caracteristicas mitocondriales diferentes al total de los individuos
muestreados, localizandose en la Sierra Madre Oriental (SMO) donde se
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presentan condiciones de habitat distintas a las presentes en las planicies. En
este aspecto, es probable que dicha caracteristica puede presentarse en
ejemplares de la SMO, por lo que, se recomienda continuar con las colectas ¥

los anélisis correspondientes en dicha regi6n, para asi poder definir y conocer a
ciencia cierta, si esta caracteristica se distribuye en la SMO.
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Para determinar si existian diferencias significativas en las frecuencias
de los haplotipos entre las subespecies del v.c.b. se utilizé la Fsy (F-estadistica
de la frecuencia de los haplotipos), este analisis evalla las diferencias entre las
poblaciones o subespecies analizadas en forma de distancias genéticas; la que
es definida por Wright (1978, citada en Lou, 1998) de la siguientie manera: El
rango de 0 a 0.05 indica poca diferencia genética significativa; de 0.05 a 0.15
indica una moderada diferenciacion genética; de 0.15 a 0.25 indica una gran
diferenciacion y amiba de 0.25 indica una diferenciacion muy elevada (con un
nivel de significancia a= 0.05), obteniéndose los resultados de la tabla lll.

Tabla lll. Valores de Fsr entre las subespecies de v.c.b. considerando la
frecuencia de los haplotipos.

Subespecies texanus | miquihuanensis | veraecrusis
texanus 0 — -
miquihuanensis 0.074 ) 0 -
veraecrusis 0.108 0.090 0

Estos resultados, indican una diferencia significativa moderada, en
frecuencias de haplotipos entre subespecies fexanus y veraecrusis (0.108);
seguidos por la diferencia entre las subespecies veraecrusis y miquihuanensis
(0.090); y por uiltimo, las subespecies que presentan la menor diferencia son
miquihuanensis con ftexanus (0.074). Todas las interrelaciones entre
subespecies presentan una diferencia significativa de tipo moderada.

Esto resulta como consecuencia de que 30 individuos de la subespecie
miquihuanensis se encuentran relacionadas en los grupos de haplotipos 1y 3,
donde la subespecie fexanus, presenta un alto nimero de individuos (35) (Tabla
).

47
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También se determiné la diferencia de subespecies con base en la
secuencia de haplotipos con la Fst obteniendo los resultados de la Tabla IV,

Tabla V. Valores de Fst entre las subespecies de v.c.b. considerando la
secuencia de los haplotipos.

Subespecies texanus | miquihuanensis | veraecrusis
texanus 0 - -
miquihuanensis 0.079 0 -
veraecrusis 0.152 0.268 0

Obteniendo una diferencia significativa moderada entre O.v. texanus y
miquihuanensis, una gran diferenciacién significativa entre O.v. fexanus y
veraecrusis Yy una muy gran diferenciacion significativa entre O.v.
miquihuanensis y veraecrusis. Sin embargo, en éstos resultados con respecto al
de la tabla lll, la mayor diferencia entre las subespecies se da entre
miquihuanensis y veraecrusis, seguida por fexanus con veraecrusis y por ultimo
texanus con miquihuanensis.

Estos son resultados del analisis de 51 haplotipos obtenidos dentro del
programa PAUP* 3.11, con los datos matriz de Kimura de dos parametros
(Tabla Xl y XIX), donde se observa que la subespecie veraecrusis presenta
haplotipos Unicos, lo que la hace ser diferente a las otras dos subespecies, las
cuales, al compartir haplotipos (N, Il, PP), las hace presentar caracteristicas
similares.

Al respecto, Cronin (1991) y su equipo de investigadores, estudiaron la
heterogeneidad espacial del ADNmt y de aloenzimas entre poblaciones de
v.cb. y venado bura en el estado de Montana y encontraron que la
diferenciacién de las subpoblaciones de v.c.b. fue significativo para dos locus
de aloenzimas pero no para el ADNmt, y el grado de diferenciacién total fue
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bajo. El flujo de genes, fundamenta recientemente a las subpoblaciones, y la
estructura de crianza poligama pudo haber contribuido totalmente a este
modelo. También obtuvieron una mayor diferenciacion entre poblaciones
disyuntas que entre subpoblaciones contiguas en el ADNmt y un locus de
aloenzimas.

En diferentes localidades del sureste de los EE.UU. fueron estudiadas
electroforéticamente seis subespecies de v.c.b. En esie estudio se detectaron
niveles no significativos de diferenciaciéon genética entre las subespecies, con
alelos fijos (Halls, 1984), resultados, que se contraponen con los obtenidos en
el presente estudio.

Mediante un analisis de valores estadisticos se obtuvieron diferencias
entre las subespecies estudiadas, dicho analisis fue el de diferenciacién de
muestras basada en la frecuencia de haplotipos (Raymond & Rousset, 1995),
resultando valores significativos en la diferencia entre las tres subespecies de
v.c.b. (a= 0.05), donde el v.c.b. texanus y miquihuanensis presentaron un valor
de 0.00045 (10.0004); el v.c.b. texanus y veraecrusis de 0.04355 (1+0.0062); y el
v.c.b. miquihuanensis con veraecrusis de 0.0146 (+0.0032).

Tabla V. Diferencia genética entre subespecies de v.c.b. considerando la
frecuencia de haplotipos (Raymond & Rousset, 1995).

Subespecies texanus | miquihuanensis | veraecrusis

fexanus - — -

miquihuanensis 0.00045 - -
veraecrusis 0.04355 0.0146 -

Los resultados de la tabla V, demuestran que existen diferencias
significativas entre las fres subespecies estudiadas, aunque no dice
exactamente que tan diferentes son.
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En el andlisis de diferenciacion de muestras basada en la secuencia de
haplotipos (Raymond & Rousset, 1995), también se presentaron diferencias
significativas entre las tres subespecies de v.c.b. (a= 0.05), donde entre el v.c.b.
texanus y miquihuanensis presentaron un valor de 0; entre el v.c.b. fexanus y
veraecrusis presentaron un valor de 0.0091 (+£0.0033); y entre el v.c.b.
miquihuanensis con veraecrusis tuvieron un valor de 0.0026 (+0.0013);
confirmando la diferencia entre las tres subespecies estudiadas (Tabla V1).

Tabla VI. Diferencia genética entre subespecies de v.c.b. considerando la
secuencia de haplotipos (Raymond & Rousset, 1995).

Subespecies texanus | miquihuanensis | veraecrusis
texanus - — —
miquihuanensis 0 - -
veraecrusis 0.0091 0.0026 -

Es importante mencionar que algunas diferencias raciales de las
poblaciones del venado cola blanca, pueden ser genéticamente contrastantes
en la especie. Por lo cual, las razas o subespecies estan restringidas a varias
amplitudes fisioldgicas y morfolégicas. Por ejemplo, los bidlogos de vida
silvestre y manejadores tradicionales explican diferentes tallas en subespecies
en funcién de la nutricién, calidad del habitat y densidad poblacional (Halls,
1984). Wallmo (1981, citado por Gerlach ef al, 1994) establecié que la
clasificacion del venado puede ser arbitraria y que las subespecies aparecieron
del aislamiento genético de los primeros individuos de la especie y de la
seleccion genética impuesta por diferentes factores ambientales. Lo anterior se
puede respaldar con los resultados de las tablas lll y IV, donde se presentan
diferencias en las caracteristicas genéticas entre las subespecies estudiadas, al
igual que con los andlisis de la frecuencia de los haplotipos, donde se observa
que algunas subespecies se presentan en los mismos grupos.
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Harrington (1978, citado por Gerlach ef al., 1994), concluyé que existe
poca informacion disponible para establecer relaciones entre diferentes
poblaciones de venados para determinar la clasificacion anatémica y que
avances en los estudios genéticos y de electroforesis han servido para
establecer nuevos grados de relaciones, sin embargo, algin dia podran
clarificarse las relaciones entre el género de ungulados. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion podrian ser utilizados para ayudar a
clarificar dichas relaciones.

La determinacién de las relaciones genéticas dentro de cada subespecie,
se realizé6 mediante la frecuencia de haplotipos por subespecie con la prueba de
neutralidad selectiva de Ewens—Watterson (Ewens, 1972 en Arlequin ver 2.000)
{Schneider et al., 2000), analizandose los 7 grupos de haplotipos representados
en la figura 5 (Tablas XII, XIll, XIV, XV, XVI1, XVIl y XVill).

Se analizaron 6 grupos de haplotipos donde ocurrieron individuos del
v.c.b. texanus, obtenidos del analisis filogenético (Neighbor-joining Kimura de
dos parametros en PAUP * 3.11), donde se determiné la frecuencia para cada
uno de los grupos (Tabla V).

Tabla VIl. Frecuencia de los grupos de haplotipos en la subespecie texanus.

Frecuencia de grupos de haplotipos obtenidos para el v.c.b. fexanus

Grupo de haplotipo Frecuencia relativa Frecuencia absoluta

1 0.6444 29
2 0.1333 6
3 0.0888 4
4 0.0666 3
S 0.0444 2
6 0.0222 1

Total 1 45

51
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E! grupo de haplotipo 1 fue el que se presenté en un mayor nimero de
individuos (29=64.44%) de la subespecie texanus, siendo el mas representativo

para ésta subespecie; el grupo de haplotipo menos representativo fue el 6, en 1
(2.22%) individuo.

Para el v.c.b. miquihuanensis se analizaron los 3 grupos de haplotipos en

los que se presentd, obteniéndose igualmente la frecuencia para cada grupo
(Tabla VINI).

Tabla VIIl. Frecuencia de los grupos de haplotipos en la subespecie
miquihuanensis.

Frecuencia de grupos de haplotipos obtenidos para el v.c.b.

miquihuanensis
Grupo de haplotipo Frecuencia relativa Frecuencia absoluta
1 0.5806 18
3 0.3870 12
7 0.0322 1
Total 1 31

El grupo de haplotipo 1 fue el mas representativo para la subespecie
miquihuanensis presente en 18 individuos. Representando el $8.06% del total
de los v.c.b. miquihuanensis. El grupo de haplotipo menos representativo fue el
7, que se presentd en 1 individuo (3.22%).

Para el v.c.b. veraecrusis, también se analizaron los grupos de
haplotipos en este caso 3, obteniéndose la frecuencia para cada grupo (Tabla

IX).
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Tabla IX. Frecuencia de los grupos de haplotipos en la subespecie veraecrusis.

Frecuencia de grupos de haplotipos obtenidos para el v.c.b. veraecrusis

Grupo de haplotipo Frecuencia relativa ‘Frecuencia absoluta
1 0.375 3
5 0.375 3
3 0.250 2
Total 1 8

Los grupos de haplotipos mas representativos para la subespecie
veraecrusis fueron el 1 y el 5, en cada grupo de haplotipo se encontraron 3
individuos, representando cada grupo de haplotipo el 37.50% de los v.c.b.
veraecrusis. El grupo de haplotipo 3 fue el menos representativo, presente en 2
individuos (25%).

En forma general, para los diferentes grupos de haplotipos y para la
poblacién total estudiada se tienen los resultados mostrados en la tabla X,
donde se descrnibe el nimero de individuos de venado cola blanca y su
frecuencia (en paréntesis), en los grupos de haplotipos para cada subespecie.
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Tabla X. Frecuencia general de los grupos de haplotipos presentes en las
subespecies de v.c.b. (Figura 13).

Grupos de Subespecies de venado cola blanca
Haplotipos texanus miquihuanensis | veraecrusis Total
Namero (%) Niamero (%) Namero (%) | Numero (%)
1 29 (0.644) 18 (0.580) 3 (0.375) 50 (59.52)
2 6 (0.133) 0(0) 0(0) 6 (7.14)
3 4 (0.088) 12 (0.387) 2 (0.250) 18 (21.42)
4 3 (0.066) 0(0) 0(0) 3 (3.57)
5 2 (0.044) 0 (0) 3 (0.375) 5 (5.95)
6 1 (0.022) 0(0) 0(0) 1(1.19)
0 (0) 1(0.032) 0(0) 1(1.19)

Total 45 (100) 31 (100) 8 (100) 84 (100)

En la tabla X se puede observar que el grupo de haplotipo 1‘ presenta el
mayor numero de individuos con 50, siendo el mas frecuente entre las tres
subespecies (59.52% del total de la poblacion estudiada). El grupo de haplotipo
3 presenta a 18 individuos (21.42% de la poblacion total) presentandose
también en las tres subespecies. Siendo los grupos mas caracteristicos de las
poblaciones estudiadas.

Sin embargo, también se enlista en la tabla X, al grupo de haplotipo 5
que se presenté en las subespecies fexanus y veraecrusis, 10s grupos de
haplotipos 2, 4 y 6 que se enconfraron Gnicamente en la subespecie lexanus; y
el grupo de haplotipo 7 que se encontré Unicamente en la subespecie
miquihuanensis.

Otro de los puntos importantes que se observan en la figura 13, es que el
rancho Buenos Aires del municipic de Villagran en Tamaulipas, present6 dos
grupos importantes de haplotipos que son el 1 y el 3. Este resultado, puede
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venir como consecuencia de que en este rancho se han venido introduciendo
ejemplares de la subespecie texanus desde hace aproximadamente 10 afos,
mezclandolo con la subespecie nativa que es la miquihuanensis.

Otro punto similar al anterior, es el que se presenta en el rancho ARC
Cerralvo en el estado de Nuevo Ledn, donde se introdujeron ejemplares
texanus en el afio de 1993, de la zona donde se encuentra el rancho Santa
Barbara, de Hidalgo, Coahuila.

El indice de diversidad de genes de las secuencias para cada
subespecie se estimd con base en el método disefiado por Nei (1987) (Arlequin
ver 2.000 en Schneider ef al., 2000), obteniéndose para v.c.b. fexanus una
diversidad de genes del 0.978 (+0.0092), para los v.c.b. miquihuanensis 0.894
(£0.0415), y para los v.c.b. veraecrusis 1 (+0.0625) de diversidad. Esto
representa una diversidad de genes alta entre las secuencias de cada grupo.
Donde los ejemplares de las subespecies fexanus y miquihuanensis presentan
respectivamente un rango de diversidad mas estrecho enftre sus individuos,
siendo individuos mas semejantes. La subespecie que presentd una mayor
diversidad entre sus individuos fue la veraecrusis (Figura 14).
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Figura 14. Indice de diversidad de genes en las secuencias de cada

subespecie.

Sin embargo, las subespecies fexanus (0.978) y la veraecrusis (1)
presentan un Indice de diversidad de genes mayor al presentado por la
subespecie miquihuanensis (0.894). Aunque los individuos de la subespecie
miquihuanensis presentan una diferencia menor (0.894) con rangos de +0.0415,
siendo uno de los menores indices de diversidad de genes. Siendo lo mas
importante que éstas caracteristicas de diversidad se presentan en una
superficie de menor dimensién, que las que presentan las otfras dos
subespecies.

Ademas, de los andlisis realizados anteriomente, también se
determinaron los cambios que se pueden presentar en las secuencias de los
nucleédtidos entre dos secuencias tomadas al azar (598 pb) (Arlequin ver 2.000
en Schneider et al., 2000), obteniendo para el v.c.b. texanus un promedio de
15.728 (x7.151), para el v.c.b. miquihuanensis de 9.5 (+4.506), y para el v.cb.
veraecrusis 25 (112.312).
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Se observé que la subespecie veraecrusis presenta el mayor nimero de
cambios de nucleétidos en la secuencia con 25 y la subespecie miquihuanensis
fue la que presenté el menor nimero de cambios.

Los haplotipos obtenidos mediante el analisis con Kimura de dos
parametros en el programa computacional PAUP* 3.11, fueron 51, los que se
describen en la tabla XI.

Tabla Xl. Distribucién de los 51 haplotipos presentes en las subespecies de
v.c.b. del noreste de México.

Subespecies
Haplotipos Total
texanus miquihuanensis veraecrusis

A 2 2
B 1 1
C 1 1
D 1 1
B 3 3
F 2 2
G 1 1
H 1 1

| 1 1

J 1 1
K 1 1
L 1 1
M 1 1
N 2 1 3
) 1 1
P 1 1
Q 1 1
R 1 1
S 1 1
T 1 1
U 1 1
v 2 2
W 5 5
X 2 2
Y 1 1
Z 1 1
AA 1 1
BB 1 1
CC 3 3
DD 1 1
EE 3 3
FF 1 i
GG 1 1
HH 2 2
I 1 1 2
JJ 1 1
KK 1 1




Tabla XI. Continua..

Haploti Su los Total
e fexanus miquihuanensis VOraecrusis
LL 2 - 2
MM 9 9
NN 1 1
00 1 1
PP 2 1 3
QQ 1 1
RR 1 1
SS 4 )
T 1 1
uv 1 1
wW 2 2
WW 1 1
XX 1 1
YY 1 1
Total 45 K| 8 84

Mediante el analisis de las relaciones filogenéticas en las poblaciones de
venado cola blanca del noreste de México, se obtuvieron 51 haplotipos,
distribuidos de la siguiente manera: la subespecie fexanus presentd 30, la
miquihuanensis, 16 y la veraecrusis, 8. El haplotipo que se presenté en el
mayor numero de individuos fue el MM, en 9 ejemplares de la subespecie
miquihuanensis éstos individuos se encuentran cercanos unos de ofros
(Villagran y Burgos, Tamps), seguido por el haplotipo W con 5 ejemplares en |a
misma subespecie, individuos de un mismo rancho en Santa Magdalena,
Burgos, Tamps, y el haplotipo SS presente en 4 ejemplares de la subespecie
fexanus, 3 individuos del Santa Barbara, Hidalgo, Coahuila y uno de ARC
Cerralvo, NL., donde hace aproximadamente 10 afios se infrodujeron
ejemplares de la region donde se ubica el Santa Barbara, pudiendo ser esta
caracteristica genética traida de los ejemplares de Hidalgo al municipio de
Cerralvo. Ademas, se presentaron haplotipos en dos diferentes subespecies
como: el haplotipo N en la subespecie texanus (2) y miquihuanensis (1); el
haplotipo Il en la subespecie texanus (1) y miquihuanensis (1); y el haplotipo PP
en la subespecie fexanus (2) y miquihuanensis (1).
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De la subespecie veraecrusis, se observd que cada uno de los individuos
estudiados presenté un haplotipo diferente, lo cual, confima su elevada
diferenciaciéon a nivel mitocondrial enfre sus poblaciones.

Ademas de las anteriores observaciones, algunos haplotipos se
presentaron en mas que un individuo como son: A, E, F, N, V, W, X, CC, EE,
HH, LL, MM, PP, SS y W, que representan el 29.41% del total de los
haplotipos. Los cuales también suelen presentar diferente ubicacién geografica.

Algunos ranchos presentaron 2 6 mas tipos de haplotipos como en:
Santa Barbara, Hidalgo, Coahuila con 2, K y SS; Don Ignacio, Anahuac, N.L.
con 2, L y N; El Sauz, Los Aldamas, N.L. con 2, LL y PP; El Tule, China, N.L.,
con 2, GG y WW; Las Coloradas, Salinas Victoria, N.L., con 3, JJ, VW y YY;
Rancho Dolores, China, N.L., con 3, EE, FF y LL; Makenna, Burgos, Tamps con
2, P y MM; Lucio Blanco, Villagran, Tamps con 2, MM y OO; el Santa
Magdalena, Burgos, Tamps con 2, V y W; Los Tripones, Soto La Marina, Tamps
con 2, B y C; el Novillo, Méndez, Tamps con 3, G, R y CC; el Buenos Aires,
Villagran, Tamps con 4, N, X, Zy MM.

Por su parte, Elisworth et al. (1994) estudiaron la diferenciacién genética
y el flujo de genes entre poblaciones de venado cola blanca y encontraron que
la proporcion de variacion del ADNmt es atribuible diferencias entre
poblaciones (Gst=0.621) excediendo todos los valores derivados por
permutaciones (media de 100 tests=0.136, valor maximo=0.187), indicando un
alto nivel de ADNmt diferenciandose entre poblaciones. En la prueba para la
heterocigosidad geografica entre pablaciones vecinas detectaron diferencias
(P<0.001) en la frecuencia de todos los ADNmt dentro de todos los subgrupos
de poblaciones examinadas.

Con base en los resultados anteriores, se menciona que este
descubrimiento no fue consistente con la hipétesis de distancia de aislamiento
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(Kennedy et al., 1987), tampoco lo fue con las subespecies y grupos definidos
por designaciones filogenéticas de ADNmt previamente definidas (definicién
taxonémica basada en su morfologia), una norma también observada por
Cronin (1992, citado por McShea ef al., 1997), dichos resultados se asemejan a
los obtenidos en ésta investigacion.

Con respecto a los resultados obtenidos en los ranchos Santa Barbara y
ARC Cerralvo, es importante considerar que la diferenciacion entre las
poblaciones de venado y de su estructura biogeografica deben de ser vista con
precaucién, porque, la disminucién de las poblaciones y posteriormente el
esfuerzo de reintroduccién de ejemplares puede influenciar en algunas areas
estudiadas los resultados de diferenciacion entre poblaciones estudiadas
(Kennedy ef al., 1987).

Las distancias filogenéticas entre los 51 haplotipos se obtuvieron con el
programa computacional MEGA V. 2.1 en el Neighbor-joining Bootstrap,
generados mediante los datos de la matriz de haplotipos de Kimura de dos
parametros (Tabla XIX). Mediante este analisis se obtuvo el grado de
confiabilidad de los haplotipos presentes en la poblacion estudiada, ya que al
presentar valores mayores a 50, se confié la certeza de los resultados
obtenidos y de la identificacion de los 51 haplotipos (Figura 15).

Ellsworth ef al. (1994) determinaron la influencia de eventos histéricos
biogeograficos para examinar patrones de variacibn en el ADNmt en v.c.b.
aprovechados cinegéneticamente en el continente y en poblaciones islefias en
el sureste de Estados Unidos. Donde poblaciones mayores de 60 Km pero
menores de 170 Km estuvieron compuestas de 35 haplotipos de ADNmt. Los
autores enconfraron un alto grado de varnacion geografica en la frecuencia de
haplotipos del ADNmt entre grupos y ain entre vecinos.
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En un estudio realizado por Cienfuegos et al. (2002) en 148 individuos de
venado cola blanca de la subespecie texanus en el norte de México encontraron
un total de 8 diferentes genotipos distribuidos en las poblaciones del norte de
Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas. Sin embargo, mencionan que una vez que
confirmen los 8 genotipos estaran en la posibilidad de establecer sus patrones
de distribucion en las diferentes poblaciones estudiadas.

En el presente estudio de las paoblaciones de v.c.b. del noreste de
México, se identificaron 7 grupos de haplotipos (Figura 5), relacionados con la
distribucion de los nucledtidos, a su vez, cada grupo presentd haplotipos
particulares. El grupo de haplotipo 1, present6 33 haplotipos (E, F, G, H, |, J, K,
LMNOPQRSTUVWXY,Z AA BB, CC, DD, EE, FF, GG, HH, i,
JJ, KK); el grupo de haplotipo 2, presenté 3 haplotipos (SS, TT y UU); el grupo
de haplotipo 3, presenté 7 haplotipos (LL, MM, NN, OO, PP, QQ y RR); el grupo
de haplotipo 4, presenté 2 haplotipos (VW y WW); el grupo de haplotipo 5,
presentd 4 haplotipos (A, B, C y D); el grupo de haplotipo 6, presento 1
haplotipo (YY); y por attimo el grupo de haplotipo 7, presenté 1 haplotipo (XX).
Dichos resultados también pueden ser observados en la tabla XI.

Debido a la gran diversidad de haplotipos (51) presentes en los venados
cola blanca estudiados y a la superficie que se logr6 estudiar, podemos
considerar la teoria genética, que predice que los niveles de variacién genética
se incrementan con el tamafio de la poblacién efectiva. Sin embargo, este tema
sigue siendo controversial, el de la hipdtesis, de que la variacién genética se
relaciona con el tamafo poblacional (Frankham, 1996). Estos resultados
podrian considerarse como un soporte mas a dicha teoria.

Es importante considerar, que las poblaciones de v.c.b. pueden haber
estado sujetas a extinciones locales y recolonizaciones como un resultado de
ciclos glaciales pasados y por esto, puede haber altos niveles de flujos de
genes histéricos (Cronin et al., 1991). Ademas, de la accion de los seres

61
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humanos al implementar areas con actividades agropecuarias y forestales, a su
vez, de las recolonizaciones 0 movimientos de ejemplares realizadas hacia
otras areas.



Leyenda: Las letrasde laA ala
YY, representan |los haplotipos
presentes en los individuos. De
la tabla Xl a la XVII| se
observa a que individuo
pertenece cada hapiotipo.
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Figura 15. Analisis filogenético de los 51 de haplotipos del v.c.b. del noreste
de México. Arbol obtenido del Neighbor-joining Bootstrap en MEGA V. 2.1.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- En los andlisis mitocondriales realizados en individuos de v.cb. se
identificaron 7 grupos principales de haplotipos, presentdndose en las muestras
del v.c.b. texanus 6 (en el 1, 2, 3, 4, 5 y 6), en las muestras del v.c.b.
miquihuanensis 3 (1, 3y 7) y en las muestras del v.c.b. veraecrusis 3 (1, 3y 5).

- El grupo de haplotipo 1 fue el mas representativo en el 4rea estudiada.

- Mediante el analisis de los grupos de haplotipos, se obtuvo que el 1 y el 3 se
presentaron en las tres subespecies, siendo los mas representativos en las
poblaciones estudiadas.

- Se obtuvieron 51 haplotipos en la poblacién estudiada, donde el haplotipo MM
fue el que presenté un mayor nimero de individuos con 9 ejemplares de la
subespecie miquihuanensis, dichos ejemplares se encuentran cercanos unos
de otros presentandose en los municipios de Villagran (8 del rancho Buenos
Aires) y Burgos (1 del rancho Makenna) (Tabla XIV).

- En los diferentes analisis de frecuencias de los haplotipos y de las secuencias
realizadas al ADNmt en las fres subespecies de venado cola blanca, se
encontr6 una diferencia significativa entre las subespecies.

- Igualmente para los individuos de poblaciones cercanas se encontraron
diferencias genéticas en el ADNmt con respecto al analisis de las distancias
filogenéticas con el programa computacional MEGA V. 2.1., en el Neighbor-
joining Bootstrap, obtenida mediante los datos de la matriz de haplotipos de
Kimura de dos parametros (Tabla XIX).

- En lo que respecta al analisis del indice de diversidad de genes, en las tres
subespecies de v.c.b. se presentd una alta diversidad. Presentando la menor
diversidad la subespecie miquhuanensis, probablemente debido a que los
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ejemplares que se analizaron se encuenfran dentro de una misma regién (80
km de diametro aproximadamente).

- El ejemplar OVMX916 correspondiente a la subespecie miquihuanensis
presento caracteristicas diferentes a todos los individuos estudiados, por lo que
se recomienda continuar haciendo muestreos en la region de la Sierra Madre
Oriental, para determinar si el grupo de haplotipo es representativo de esta

region.

- En la presente investigacion en forma general podemos concluir que: Las
frecuencias genéticas de los grupos de haplotipos son diferentes considerando
las divisiones propuestas por Hall (1981). Asi mismo es posible establecer que
de igual manera se presentaria dicha tendencia si se realizara una seleccién al
azar de una region determinada, donde unicamente aumentaria o disminuiria la
frecuencia dependiendo de la region donde se realice.

- De acuerdo con los resultados obtenidos, se recomienda mantener zonas con
caracteristicas genéticas lo mas puras posibles, si es el principal objetivo a
seguir, ya que se deben definir criterios para priorizar areas para la
conservacion, lo que representaria un gran valor ecolégico y biol6gico para la
especie, creandose un importante banco de germoplasma.

- En el futuro, los transplantes o movimientos de ejemplares de v.c.b., deberan
de realizarse de acuerdo con las Leyes y Reglamentos oficiales. Considerando
que el realizar transplantes a libre acceso de ejemplares de una subespecie
determinada a la de otra subespecie, se podran ocasionar cambios en las
caracteristicas genéticas de las poblaciones nativas. Recomendandose como
una regla, el movimiento de animales del punto mas cercano posible.

- Es importante mencionar que las caracteristicas fenotipicas, por las cuales,
fueron definidas las subespecies de v.c.b. u otras especies, deberan de ser
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apoyadas con estudios genéticos, para definir con mayor precision las
diferencias enfre las subespecies y/o especies.

- Aunado a lo anterior, es de gran importancia realizar programas de
mejoramiento del habitat y de las densidades poblacionales para areas mas
especificas y asi poder evitar movimientos de ejemplares de otras areas.

- GRUPOS QUE SE CONSIDERAN, para las poblaciones de venado cola
blanca analizadas en el noreste de México, segin resultados obtenidos en el
presente estudio (Figura 16):

GRUPO |

Se presenta una gran diversidad de grupos de haplotipos en los ejemplares con
6.

GRUPO I
Se presenta una menor diversidad de grupos de haplotipos en los ejemplares
con 3, de los cuales, uno no es representativo.

GRUPO il
Se presenta una mayor diversidad de grupos de haplotipos en los ejemplares
con 3, de los cuales, uno el 5, no se presenta en el grupo I.

GRUPO IV

En esta zona se encuentra la menor diversidad de grupos de haplotipos en los
ejemplares con 1, zona en la cual, se recomienda el continuar con las colectas
de muestras para determinar si este grupo se desarrolla en dicha zona.



Grupos definidos

T TAMAULIPAS®. ,
IV i

80 0 80 160 Km

Figura 16 Grupos considerados para las poblaciones de venado cola blanca
analizadas del noreste de México.
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ANEXOS

PROCEDIMIENTO: EXTRACCION DEL ADN

PROTOCOLO DE MANIATIS et al., 1982

A) Las muestras de piel, higado y corazén se cortan en partes pequeiias para obtener
entre 75 y 100 ul de muestra. A su vez, los huesos y astas son molidos;
posteriormente, dicha cantidad de muestra es depositada en un tubo eppendorf de
1.5 ml

B) A dicho tubo se le agrega 500 ul de longmire’s y 50 pl de proteinase K. Dicho tubo
se deja en bafio Maria a 55 °C por toda la noche o el tiempo que sea necesario,
durante este tiempo se realiza la digestion de las muestras.

Al pasar el tiempo mencionado se continiia con lo siguiente:

A) Se agrega 500 ul de fenol, se agitan por 5 minutos con la mano para que la
muestra se desintegre lo mds posible.

B) La muestra se centrifuga por 5 minutos a 12000 rpm. El ADN se extrae del tubo y
se deposita en otro.

C) Al tubo con el ADN, se le agrega nuevamente 500 ul de fenol (en este paso para
astas y huesos se agrega 500 ul de PCI), y se agita por 5 minutos.

D) La muestra se centrifuga por S minutos a 12000 rpm.

E) El ADN se extrae nuevamente y se deposita en otro tubo y se agrega 500 pl de
fenol (para astas y huesos se agrega 500 ul de PCI), y se agitan nuevamente por 5
minutos.

F) La nmuestra se centrifuga por 5 minutos a 12000 rpm.

G) Se exirae nuevamente el ADN y se deposita en otro tubo, agregandose 500 pl de
cloroformo, y se agita por 5 minutos.

H) La muestra se centrifuga nuevamente por 5 minutos a 12000 rpm.

) Se extrae nuevamente el sobrenadante con el ADN y se deposita en otro tubo,
agregandose 500 pl de isopropil alcohol y se agita 60 veces.

J) La muestra se centrifuga por 2 minutos a 12000 rpm.

K) Se tira el sobrenadante cuidadosamente del tubo, quedando el ADN en ef fondo del
tubo, al cual, se agrega etanol al 70%, y los tubos son golpeados en el vortex
(instrumento mecanico utilizado para golpear tubos u otro material), durante 15
segundos.

L) Se centrifugan por 2 minutos a 12000 rpm.

M) Se tira el sobrenadante cuidadosamente del tubo, quedando el ADN en el fondo del
tubo y se pone a secar por 10 minutos

N) Se agrega 20 o 50 ul de TE.

O) Posteriormente, se realiza la comprobacion de la presencia dei ADN.

Para comprobar la presencia de ADN se debe de cormrer en gel de agarosa al 0.8%
(Este procedimiento es similar para la amplificacién y purificacion, Gnicamente pueden
cambiar cantidades ver punto 4.3.2), para lo cual:

A) Se calienta el gel agarosa 0.8% por 3 minutos en el homo de microondas.

B) El gel se deposita en el molde de migracion, donde se encuentran los carriles de
migracion (peine), se deja secar por 25 minutos. Posteriormente, se agrega agua y
se deja por 5 minutos, al pasar dicho tiempo se quita el peine (instrumento con el
que se hacen los carriles de migracion).
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C) En los cairiles de migracion se deposita 2 ul de ADN y se complementa con agua
destilada 40 a 50 ul. Del testigo se toma 2 ul y se agrega colorante fluorescente
azul 1.5 pl mas el agua.

D) Elmolde se pone en la cAmara de “electroforesis”, se agrega el tea buffer y se deja
correr por 30 minutos.

E) Posteriormente, el molde se extrae y se deposita en bromuro de etidio por 45
segundos. El gel se extrae del bromuro de etidio y se deja en agua por 5 minutos.

F) Por Gitimo, se obtiene la foto en el eagle-eyes, donde se observa ia presencia o
ausencia de ADN en las muestras.

AMPLIFICACION DEL ADN: Ver punto 4.3.2.

PURIFICACION DEL ADN

MEDIANTE QIlAquick Purification Kit Protocol

A) Se etiquetan tubos QlAquik mini columns (tubos de color morado) con claves de las
muestras. A su vez, tubos eppendorf de 1.5 ml son etiquetados y su iniciador.

B) Se agregan 250 ul en el tubo de Buffer PB en el tubo de RCP y se mezcla.
Posteriormente, se pone todo en el tubo morado (QlAquik).

C) Estos tubos se ponen en la centrifuga durante 1 minuto a 7825 rpm. Al termino de
este paso, se sacan los tubos y se tira el liquido que queda.

D) Se agregan 750 pl de Buffer PE a cada muestra, nuevamente se ponen en la
centrifuga durante 1 minuto a 7825 rpm.

E) Sin agregar nada, los tubos, nuevamente se ponen en la centrifuga durante 1
minuto a 7825 rpm. Se extraen los tubos y se tira el liquido restante. El tubo morado
se pone en los tubos eppendorf (1.5 ml).

F) A los tubos morados se les agregan 40 ul de Buffer EB. Estos junto con los tubos
eppendorf se les aplican 7825 rpm durante 1 minuto.

G) Se extraen los tubos eppendorf de la centrifuga, se tira el tubo morado quedando
unicamente el ADN purificado en el tubo eppendorf, a los cuales, se les agrega las
letras "QG". Posteriormente, se realiza la comprobacion (Ver punto 4.3.2.).

PARA EL CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS

A) Para cada muestra purificada se toman 2 tubos eppendorf de 0.5 ml. En los cuales,
se pone el nimero de la muestra y del iniciador.

B) A cada tubo de 0.5 ml, se le agrega 1 pl de ADN purificado, y se prepara la mezcla
de reaccifn, posteriormente se trabaja con el termociciador (Ver punto 4.3.2.).

C) Se utiliza un tubo colector y un tubo con pastilla por muestra, el tubo con pastilla es
lavado, ya que, este se reutiliza. Por lo cual, se agregan 500 ul de agua destilada y
se pone 1 minuto a 7825 rpm én la centrifuga.

D) Ya que se encuentra limpio el tubo con la pastilla se agregan 550 ul de sephadex y
se deja por 4 minutos a 7250 rpm en la centrifuga. Y se tira el liquido que queda.

E) Se toman 10 ul de la reaccién mixta sin aceite mineral y se deposita en la parte
central del sephadex.

F) Los tubos que contienen la mezcia y el sephadex, se ponen encima de un tubo
eppendorf (1.5 mi), aplicandose 7250 rpm durante 4 minutos en la centrifuga.

G) Se retira el tubo de la centrifuga quedando el ADN en el tubo eppendorf de 1.5 mi.

H) Posteriormente, las muesiras se depositan en la centrifuga con vacio en el Speed
Vac Concentrator durante 20 minutos, donde los tubos quedan completamente
secos, encontrandose unicamente el ADN.
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El ADN es preparado para el DNA sequencher, haciéndose una mezcla con 40 pl
de loading buffer y 200 ul de blue dextran/EDTA, 1 mL. De esta mezcia, se toman 4
pl y se deposita a cada tubo.

Posteriormente, después de 10 o 20 minutos cada tubo es golpeado durante
segundos por un vortex. Posteriormente, cada muestra se pone durante 3 minutos
a 96°C, de cada muestra se toman 1.1 pl de ADN y se deja por 8 horas en el
AB1373A automatizado DNA Sequencher, analizandose un segmento de la regién
control (D-loop).

Mammalian mtDNA Molecule*

Deawing by Jeff Wickliffe

Gedalets et al, 1989

Representacion del ADNmt segln Gadaleta et al., 1989.



Coordenadas geogréficas de las dreas de estudio y nimeso de muestras por rancho.

TABLA |

Namer Rancho | Municlpio |Estado| Ss Latitud | Longitud [Muestras|
1__ [Santa Barbara M [Coah_[Tex _R7°4712" [100°054" | 4
2 LosPirineos rogreso Tex. [27°34'40" N01°05'54" 1
3 [San Vicente Nuevo Laredo  [Tamp [Tex. [R7°27'55" |99°45'40" 1
4 Unibn Nuevo Laredo_[Tamp [Tex P7°2715° _|99°3515" 2
5 Ignacio ~ JAnahuac L ex 7°24'50" 100°17°20" 2
8 Zota JAnghuac N.L [Tex P6°50'36" °46'10” 1
7 | Chocho I_.&lnpazos NL [Tex PR7°0507" [100°20'46" 1
8 [Charco Largo IGuerrero [Tamp [Tex [27°02°30° [99°38'57" 1
9 | Crucero Lampazos N.L ex [P6°50'05" [100°29'30" 1
10 | de Febrero Los Santos [Mallecillo N.L ex [26°39'14" [99°57'23" 1
11 Andrés Bustamante NL [Tex [26°36'16" [100°31'12" 1
12 Blancas aras NL [tex [6°3505" [99°26'49" 1
13 an Antonio abinas Hidalgo NL |[Tex P6°302° [00°10.6' 1
14 [E| Travieso aras NL [Tex °29.9 [99°31.5' 1
16__|Las Coloradas Salinas Victoria R.L Tex  P6°20 __ [10023 | 3
16 ! Conde |IGral. Treviflo L [Tex °14'41" °23'25" 1
17 | Rincon E:nas Vicioria L [Tex 26°10.5' [100°06.5' 1
18 | Sauz L [Tex [26°07 °31'30° 2
19 RC de Cemalvo NL ex. ©6°01" °37 1
20 180 los Ramones IN.L [Tex [25°41.1 °37.3' 1

| Chapote Gral Bravo N.L ex [25°49'30" [98°39 1

| Tule IChina NL [Tex [R5°42 b9°14 4 2
23 Las Delicias LosRamones N.L. [Tex [5°32°18" [89°16'30" 1
24 vo La Gloria LosRamones N.L [Tex [P5°40°25" [99°37'10" 1
25 ncho Dolores IChina NL [Tex P53 B8°36'20" 4
26 lea IChina NL ex. [25°31'38" [99°21'44" 1
27 _[ElCedro [China NL [Tex P5°29'30° [99°0545" 1
28 |La Mancuema [China NL [Tex [p5°2715" bbgroo 1
29 San Rafaet-Calab-Purgat_[China INL_ _[Tex_ P5°25 _ b8°2850" 1
30 ) os Amargosos |Gral. Teran IN.L  Miqui. P5°2328" [99°23'25" 1
3 | Novillo Méndez Tamp [Tex [25°22'12" [98°17'25" 5
32 Fan.loséde Belén K;ral Tel'én N.L iqui. 25°09'30" 99°‘ﬂ' 1
33 res Marias N.L iqui. 25°08'25" 199°57'09" 1
34 %ﬁaMagdalem Eirgos amp Miqui. 25°01'30" ©9°09'30” 7
35 akenna amp Miqui. 24°53'50" [99°03'40 2
38 [Santa Crnuz Linares NL Miqui P4°51'30" p9°34' 1

L_37 IR Le] Linares L. Miqui P4°48'30" p9°1720" 1
38 |Lucio Blanco ilagran amp_Miqui. 4°44' 24 2
39 | Taray n Carlos amp Mqut 24°39'34" °59'33" 1
40 Buer_lgs Aires Nllgal‘én am . [24°38'25" °14'50"” 12
41 ]} os Buentellos Millagran amp tqu: 4°26'45" 99°34'30" 1
42 | Tinieblo Uiménez Tamp MNer. 4°18'56" 198°30'09" 1
43 [j. Delicias Tamp Ner. [P3°57'07" [98°26'50" 1
a4 ~106 ISoto Ia Marina_[Tamp Ner. P3°3818° [B8°2059" 1
45 | os Tripones [Soto laMarina [Tamp Ner. [P3°31'36" [98°13'02" 2
46 JLos Amaro ICasas [famp Ner. P3°2253 perati1® | 1
47 |Barmra del Loro Aldama amp Ner. [2°551" [8°04.4' 1
48 FI Aguila ldama amp Ner. [22°52'41" B7°5740" 1
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TABLA Xl
__Ubicacion de las muestras devc_b_gtesentesenel Grupo de Haplotipo 1 y sus haplotipos.
Clave | Haplotipo| Tipo de Municipio Estado CIaslﬁcacién.
OVMX tejido segun Hall
_ _ _ 1981
903 E Higado Casas Blancas |Paras Nuevo Leon ['I‘exano
930 E Piel La Zota Anahuac Nuevo Leén  |Texano
957 |[E Piel B Travieso  [Paras NuevoLeén  |[Texano
906 |F Higado San José de  |Gral. Teran Nuevo Le6n  |Miquihuana
Belén
918 IF Higado Los Amargosos |Gral. Teran Nuevo Ledn  [Miquihuana
958 A |G Corazbtn El Novillo |Méndez Tamaufipas Texano
Piel Los Pirinecs Progreso Coahuila Texano
Higado El Taray San Carlos Tamaulipas  [Miquihuana
Higado Ej. Delicias Abasolo Tamaulipas  |Veracruzano
Piel Santa Barbara |Hidalgo Coahuila Texano
Piel Don Ignacio Anahuac Nuevo Le6n Texano
Higado El Chocho Lampazos Nuevo Le6n |[Texano
Piel San Antonio Sabinas Hidalgo |Nuevo Le6tn Texano
Piel Don Ignacic  |Anahuac Nuevo Le6n  |Texano
Astas Buenos Aires  |Villagran [Tamaulipas __ [Miquihuana
Piel Tres Marias  [Montemorelos  |[Nuevo Leén  |Miquihuana
Astas Makenna |Burgos Tamaulipas Iquummna
Piel Azalea |China Nuevo Le6n  [Texano
Corazé6n El Novillo Méndez Tamautipas Texano
Piel La Mancuema |China Nuevo Leén Eexano
Piel El 80 Los Ramones |Nuevoledn |[Texano
Astas Buenos Aires  |Villagran Tamaulipas Miquihuana
Hueso Santa IBurgos Tamaulipas Miquihuana
(] Magdalena |
Piel Santa Burgos Tamaulipas Miguihuana
Magdalena | - _
Higado Santa Burgos Tamaulipas Miquihuana
Magdalena
Higado Santa Burgos Tamaulipas Miquihuana
_ Magdalena
Piel Santa Burgos Tamadlipas  |[Miquihuana
Magdalena _ -
Hueso Santa Burgos Tamaulipas Miquihuana
Magdalena
Hueso Santa Burgos Tamaulipas Miquihuana
Moo L —
Astas Buenos Aires  |Villagran Tamaulipas IMlthuana
Piel Buenos Aires  |Villagran Tamaulipas Miquihuana
Astas El Cedro China Nuevo Le6n  [Texano
Piel Buenos Aires  |Villagran Tamaulipas [Miquihuana
Corazdn Barra del Loro |Aldama Tamaulipas  |Veracruzano
Piel El Chapate Gral. Bravo Nuevo Ledn Texano
Corazon El Novillo Méndez Tamaulipas  |Texano
Coraz6n El Nowilio [Méndez Tamaulipas Texano
Corazéin El Novilio |Méndez Tamaufipas Texano
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TABLA XlI
- Continua... _ -
Clave | Haplotipo| Tipode Rancho Municipio Estado Clasificacion,
ovmx tejido segun Hall
1981
908 DD |Higado [Nvo La Gloria  |Los Ramones Nuevo Le6n Texano
910_B |EE Piel Rancho China Nuevo Ledn [Texano
_ Dolores B
je10_D lEE WPiel Rancho China INuevo Lebn Texano
Dolores
965_23 WEE Astas Sn Rafael- China ]Nuevo Le6n |[Texano
_ Calab-Purgat
910_A |FF Piel Rancho China [Nuevo Le6n  |[Texano
Dolores
055 A |GG |Higado El Tule China Nuevo Ledn  |Texano
|'93_7_A HH [Piel |ta Unién Nuevo Laredo  [Tamaulipas  [Texano
[937_B |HH Piel |La Unién Nuevo Laredo Tamaulipas Texano
928 ] Piel ILas Delicias Los Ramones  |Nuevo Lebn Miquihuana
042 Il JI_-llgado El Conde Gral. Trevifio [Nuevo Le6n  |Texano
[o31 JJ [Piel Las Coloradas |Salinas Victoria |Nuevo Le6n  |Texano
|§54 KK Coraz6n Los Amaro Casas Tamaulipas Veracruzano
TABLA X1y
Ubicacién de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de Haplotipo 2 y sus haplotipos.
Clave | Haplotipo| Tipo de Rancho Municipio Estado Clasificacidn,
OVMX tejido seguin Hall
1 b : _ . 1981
815 B |SS Piel Santa Barbara |Hidalgo Coahuila Texano
|915_C SS Piel Santa Barbara [Hidalgo Coahuila Texano
[915D [SS |Piel Santa Barbara [Hidalgo |Coahuila Texano
Iszo SS [Piel ARC de Cerraivo |[NuevoLeén  [Texano
-] Cerralvo /. o
|959 TT Piel San Vicente Nuevo Laredo Tamaulipas Texano
Issa uu Piel 4 de Febrero  |Vallecilio NuevoLe6n  |Texano
|Los Santos
TABLA XIV
Ubicacién de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de Haplotipo 3 y sus haplotipos.
Clave | Haplotipo| Tipode Rancho Municipio Estado Clasificacién,
ovMXx tejido segun Hall
1981
|91 0 LL Piel Rancho China iNuevo Lebdn Texano
Dolores
932 B |LL |Piel |EI Sailz Los Aldamas |Nuevo Ledn Texano
960_1 [MM Astas |Buenos Aires  |Villagran Tamaufipas Miquihuana
|o60 4 [MM Astas |Buenos Aires ﬂay‘én Tamaulipas Miquihuana
960_8 |MM Astas |Buenos Aires  [Vilagran Tamaulipas  [Miquihuana
j960 8 |MM Astas Buenos Aires  |Villagran Tamaulipas Miquihuana
960_10 MM Astas |Buenos Aires | Villagran [Tamattipas Miquihuana
|960_1 1 |MM Astas |Buenos Aires +Vilagﬂn Tamaulipas Miquihuana
[960_14 [MM Piel [Buenos Aires | Vilagran Tamaulipas  |Miquihuana




ol

TABLA XiV
_ Continua... _ 4
Clave |Haplotipo| Tipode Rancho Municipio Estado Clasificacion,
OVMX tejido segun Hall
__ _ 1981
|962_17 MM f\stas Maken_na Burgos Tamaulipas Miquihuana
|968_32 MM Piel Lucio Blanco |Villagran Tamaulipas Miquihuana
(964_21 |NN El Refugio Linares NuevoLe6n  |Miquihuana
[968_31 00 Hueso Lucio Blanco  |Villagran Tamaulipas Miquihuana
{925 PP Piel Charco Largo  |Guerrero Tamautipas Texano
[o26 PP [Piel SantaCruz  |Linares |Nuevo Lebn  [Miquihuana
IE_A PP |l_’ie| El_Sat':z I:os Aldamas Nuevo Ledn  |[Texano
947 QQ |Corazén El Tinieblo Jiménez Tamaulipas Veracruzano
953 RR |Higado El Aguila Aldama Tamaulipas  |Veracruzano
TABLA XV

Ubicacion de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de Haplotipo 4 y sus haplotipos.

Clave | Hapiotipo| Tipode Rancho Municipio Estado Clasificacién,
OVvMX tejido segun Hall
. __1931
927 B |W Piel Las Coloradas [Salinas Victoria |Nuevo Ledn Texano
941 w Higado San Andrés Bustamante |Nuevo Ledn Texano
[955 B [Ww |Piel El Tule China |Nuevo Leén[Texano
_ TABLA XV1
‘Ubiwcién de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de Haplotipo 5 y sus haplotipos.
Clave | Haplotipo Tipo de Rancho Municipio Estado Clasificacion,
OVMX tejido segun Hall
- 1981
901 A Coraz6n El Crucero Lampazos 4_Nuevo Ledn Texano
917 |A |Higado El Rincon Salinas Victoria |[Nuevo Ledn | Texano
|s46_A |B |Coraz¢n Los Tripones  |Soto la Marina Tamaulipas Veracruzano
946 B |C |Higado Los Tripones  |Sotola Marina  [Tamaulipas  |Veracruzano
948 D Corazin Km. 108 Soto la Marina Tamaulipas Veracruzano
TABLA XVII
Ubicacion de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de haplotipo 8 y su Haplotipo.
Clave |Haplotipo| Tipode Rancho Municipio Estado Clasiflcacion,
OVvMX tejido segun Hall
: 1981
927 A |YY Piel Las Coloradas |Salinas Victoria |Nuevo Ledn Texano
TABLA XVill
Ubicacion de las muestras de v.c.b. presentes en el Grupo de Haplotipo 7 y su hapiotipo.
Clave |Haplotipo} Tipode Rancho Municipio Estado Clasificacién,
OVMX tejido segun Hall
1981
|916 XX Higado Los Buentellos |Villagran Tamaulipas Miquihuana




Figura 4. Purificacién de los productos de la RCP con QiAquick™ PCR
Purification Kit Protocol Amplificacién del ADN (fotografia en el Eagle eyes).
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Tabla XIX. Distancia de los datos matriz de Kimura de dos parametros de los 51 haplotipos.
Haplotipos

D E F G H Ja J LS T ™ N 9] P L/

[~ 0.0682| 006245 U.06437| 001017 0.00337] 000506
006832 0.07025| O.00848| 00119 001362] OOIIS]
[ U06449] U.06641| 0.00508]| 0. ~0.01015| O.00848[ 0.00337]
U.06437] 0.06628] 0.00506] U.00846| U.0I017] O.00845| U.0I019[ U.00678]
T 0.06285| D.06436] 0.00676] 0.01017] OOIIRY| O0I0I7] O0IISI| U.00845] ©. :
; T U05866] 0.06055] 0.00676] 0. T 001534 001361] 0O01192]  O.0085] 0.00846] 0.01017[
[ U06BIS| U.06245] U U00337] UOI0I7] OOIIES| U.01017] U.00BA9| 000500 U.00506] O.00676] O.00337]
[~ U.06B2| 0.06246| U.UbA37| V.00337| 001017 OOIIBY[ OUI0I7[ U.00848| O.00508] 0.00506| U.00676| D.0067/6| 000337
006623 0.0606] 006251 000169] U.00847] UOI0ZI| U.00847| 000678 OO0 0.00337] 000506 U00506] U. 000169 ]
[TU0EB08| U.06616] 0.06807] 0.01015] 00I704] UOIS/9| OOI704] 001534 O0119] UOTIB7| U0T359] 001359 00I015] U0I0I5[ 0.0 :

; [~ 0.06056] U.U6245] U. U01533] 001707] 0.01533] O.0T364] 001021 0.01017] O.00846] U.0II89| U.00846] U.00B46| 0.00676] 0.00505]-

WSS WN -

[ 0.062456| U.06437] O.00678] O. T 001534 001361 001191 0.00849[ 0. O OTOTY] 0 0T0T| 000878 0006780005070 00675,

[ 00663| 0068211 001017 001707 UOIBSI[ 001361 U01536] 001191 DOIIRT]

001017 001017 0.0I0I7| O.00BAB| 0.0I015

=

] [ 0.06063| U.06253] U.00847| 0.01535] 0.01708] O.0II89[ 0. UOI0T8] D.0T018] ; 001191 O.00BA8| U.00847] 0U.00676] 0.01188
00683 0.06255] U.06445] U.00337] OOI0IB] UOITE9| U0U676] U.00847] OOU507| U.00506] O00677] UOU678| DO0338] 000337 OO00I68| 001016
U.06437| D0B628| U.00506] UOII8Y| 001362 U.0II89| UOI0IS| 0.00678] 0.00676] U.0UBAG| U.00B846] U.00506]| 000506 U.00337] U.00B45)
X U06437| 006628| 0.00506] O.01189] O.0I361] O0II89[ 0.0I0I9] O D.00676] 0.00846| U00BAG| 0.00506] 0.00506] 0.00337] U.00B45]
—U0B628[ U.06057] D06237] 0.00506] O.01I83] 001362 U.0IIES| 00T0T3] D0U678| 000676 O.00845] U.00845| U.00506] U.00506] 000337 qwﬁ

1 U.06236] U.06437] 0.00337] O.01017] UDITES| 0.01017] 000848 U.00508] 0.00506] 0.00676] 0. 000337 0.00337] 0.00169] 0.
0.06257] U.06438] 0.00678] V.01019] O.OIISI[ O.0I0I9[ 001191 O00B47| 0.00848|  0.0102] 0.01021] 0.00678] 0.00678] 0. 001017
U 05868 0.06057] 0.00676] 001361] 00I536] 0. ;i [TO00848] 0.00846| - 0.01017] U.0I0I7] 0.00676] U.00676] 0.00506] O.01015
U 06056 U.06245] 0.00506] OIS 001362 0. 0.0102] U00678] O00676] D.O0UBA6| UUUBAG| 000506 O.00506] 0.00336] V.OI1I87
U 06246] 006837 D.00676] O0I361] UOI534| U.0I361] UOIISI[ U.00849| O.00846] U T0I0I7] 000876 U00B76| 0.00507] 001015
006627 0.06436] U. 0017071 OOIBBI[ 0.0I707] 001537] 0.01192] OO01189| 0.01017] 00 0O0I0I7] OO0I0T7] O.00846] 0.01359]

I~ 006253| 0.06443| 0.00676] 0. O0T534]0DI362Z] U OTIOT] U O00S47| UD0BA6] U00676] UOI0IS] U00677] 000676 000505] U.0I359] U,
qumﬂqlqaﬂuwquqﬂqldddﬂ DOT534] ODIS6T] UOIToZ| 00085 UO0BAG| 0.00676] D0I0T7| 0 00675] 0006761 O.00506] 001355 000845
U06437| O06628] U.00BAG| D.0I533] O01708] 0U.01533] 0. U0I0Z[ ODI0I7| DOUBAG| U.01I80[ 0.00846| O.00846| U.00676] O.01531

[T U06629] U.U6437] U00676] U.01707] UOIBBI| 001361] U01537] UOII92] UOII8Y| 001017 001 UOI0T7[ O0I0T7| O.00B47] 001359
[~ U06436] 0.06627] O.00BA6| U.01533] OO01707] 001183 0.01365] .0.01022| O0I017] O.00846] UOIIBS| O.00B46| U.00846| 0.00675] U.01531
[~ U.05689]  0.055| 0.00507] 0. UOT71| 001536 0.01363] 001019] DOI0I9| O.00B48| U.00U849| 0. [~ U00848] 000678 0.015

00663 U048 0023061 0035 U U3295] 002750 003502 002945 D0U5EZ| B0ZA06] 002759 00 002759 0. 00311

006439 0U6248| 00223 002937 005116 U02582| 0.03122| U.02766] U.02406| 00223| 002582

[~ U02582| 0.023809| 0.02932

[~ 0.0663] 0.06438] 0.02306] U.03115] 0032 U02759] 0.03301] 002544 U02582]|  U.02406] 0027/59] 002759 0.02759] 0.02 — 00311
T 0.06059] 005869| 0.0223] 0.02937] 00311/ O OO3I2T[ 002765 O02306]  0.0223] UU2582| U.02582] U02582| 0.02409| 0.02932
005869 006058 U.02306] U.02406] OOCOBA| V02306 0.02942] 002587  00223[ 0.02055] 0.02055] 0.02055] 0. 0.02233] 002755
[TU06439] 0.0663] U.02937] U.02037] DOSITE| 002937 0.0312] O02/68] D.02759] UUZ582| UU2582| UUZ5B2| 0.02937] 0.02762| 0.032
[~ 0.05869] 0. 002759 0.03115] 003 D.031I5] 003301 002544 D.02582] 0.02306] 0. 0.02806] 0.02759| 0.02586] 0.02755
T0.07586| U.07391| ODAI9I| 004925 UOBI1A| U.04925] O.0512]  O0A75| 004378 O.0A191] UUA557| O.0A557] D.0A557| ULUA3/8| U.04549

jg}%ﬂ48%#;;‘::%81”8%4;“‘"14<d""J+1G{=Fﬂh—1m~m\uq b=

[T007392] 0.07197[ U.03009| U.0A781| UO0AG29| ODODA7AI| 0U.04933| U.0A565| OOAIDI| U.0A009| UUA374| DOAI7A| DDA37E| UOAII6| 004367

[T 0.07391] 0.07196] 0.08009] 0.04731] 0. D04A741] 0.04933] U0A565| DOZIOI| 0.03009| O.UA7AI[ 0.04374| U.04374| O.0A195] U.0A164

U06616| 0.07192] 0.02755] 003468 U03651] U.03A68] U.02038| 0.02039| O02578| U.02402| OO03II| 002755 002755] 002578] 002528

007013 003294] O0A0I6| U.04203] O0A0I6] 0034 00 DU3115| 0.02037] OU3I6HA| U.03294] 0.03204| 003II5| 0.03289

005892 005679 002758 003TI5] 003207] 00315 003301 002544 002582 002406 U 03IT5| 002750 002750 002583 U 03T
TOOB785] D0B7/6| OU.OBA74| U.05839] UU5669] 005849 O.06040| O05673| 005287 005101 0. —OO5A73[ U0NA78] OO528T U.0565]]




Tabla XIX. Continua 1.

Haplotipos

T 1 O | Vv | W | X I Y ] Z 1 AT 8 It a4 D0 1 T F T G [ AR 1T 0 1 33 ] R 1 L
21 1Y) DOITES[
22 \4 D.00676] 0.00507](
23 W | D00B4G| U.0I0I8[ 0.005056
24 X U00846| 0.01018] U.00506] 0.00337
25 Y U.00835| UOI0I8[ 0. 000337| 0.00337]
26 4 U00676] 000847 000337 O.00I68] 0.00168] 0.00168(
271 AR ocuc_qglgglﬁaﬂig 1 :
28 0I017| OOTIBS| U.00676] O.00506] 0.00506] 0. 000337 O.O06771-
29[ CC UO0TIBS| 0.0I0IS| U.00507] O.00676] 0.00676] 0.00676] O,00506] O.00849| 0.00506]
30 DO UOI0T7| O.0II9| U00677| U.00846| 0.00846] 0.00846] 0. 00102 0.01017] O.00BA6]-
31 EE UO0I361| 001536] 0.01019] OOIIBY[ O.0II89] U0II8S| 00I017| UUI364| U.0I361] OUOITB9[ 0. :
32 FF 001362] 0019 000677 O.00846| 0.00846| U.00BAG| O. U0I0T9| 00I0T7] O.00B47] U.00676] OUI0IB[-
33 GG UOI361] O0IISI| U.00678] UOUBA5| U.OUBAG| 000846 U00676] U.OI021] 00I017| O.00846| 0.00676] UOI017[ O00677]
34 HH DOTIES[ 0.01363| D.00B47| U.00676] 001017] 001017 000846 U.01191] U017 UOT0T7| U O00BA5] O DTIRS| 000845 000846
35 m UOI0I7| OOII5| 000677 0.00846] 000846 U.00845] 0. U0102f 0.01017] 001 UOI017] O0I017| 001018 0.01017| OOIIBI]:
36 17 (410} U0102] 0. 001017] 0.01017] O.0I0Y7| U.00846| 0.01193] UOI0T7| O00846| UO0II89| O.00848| 000846| 00I017| O.00BA6|:
371 KK UOTI9] U0T363| U00B47| 001019 001019 U0I0I8] UO0B4B[ O.01191] U UDT0Z| U.00BA8| 0.00848| 0.00B47| 000849| 0.01019| U.00848| O.01021[
38 (L U02406| U.02043| U02811| U02Z582] 002582 U.02582] D02406| U02312] U02758] O.02582] 0.02759] U02759] OU2764| 002759 002937 U02055] UU2582] 002235
39 MM 00223 UO02768| 002234 002306 0.02406] 002306 UO0223| 002235 002582 002750 002582 002582 002586 U. 002759 U.0IB8I| U.02406] 0.02059] 0.00168]
40 NN | O0ZA06| U0Z942] V0281 0.0223] 0.02582] U02582] 0.02406] 0022111 002759] 0.02937] 0. 002759 0.02763] 002758 U.02582| 0.02055] U02582] 0.02234| 0.00337
4100 U0223] U02763| U.02233] U.02406] U.02306] 0. D0223] 0.02234| 002582 0.02759] 0.02582] 002582 U.02585] U02582] 0U2759| UOIBSI| 002806 0.02058] 0U.00505)
42 PP | UDZA06| U0Z29ZT[ U0Z400| 00223] U0223] 00223] UU2055] UUZ058| U.02406] O.02582] 002306 U.02759] U.UZA0B[ U02306] 002582 U.02406] U.02582] 0.02233] U.02055]
43 002937 0.03479] U.0294]1| 002406 002759] 0.02759] DU2582] 0.02586] 0. U03II5] U.02937] 003294 U0294| 002582 0.02759] 0.02937] U.O3IIS| 002763| 00223
tlmmlladudqladufm V02764 0.02582] 0.02582] 0.025982] UD2806] UU2411| U.02759] 0.02937] O OO31I5[ 002763] 0.02306] 0. 002758 0.02937] 0.02587| 0.02055]
457 5SS | UDA557| O.O5II0| DUA56A| U.04374] 0.04374| U0UA374] O0A19T] UOAT98] U. U.04009| 004557] U0A19I| U.03563] UDAISI| UUA7AI| OUDAIOI| OUO0Z374| 0.03654] U.03468
a6 1T U04378] 004932 0.0438| O.04191] 0.04191] O.0AT9Y| U UOA0I5| 0.03648] 0. U0A373| 0U0A003| V.04379| U.0A374| U.04557| U.0A008| C.04191[ 0.03473] 003289
47— U0 DO0A74T[ 003932| 00A38| O.0AI9T| O.04191| UOATSI[ C.U4009| O0A0I5| DO3648| 0.03828| U0A374| U.0A009| 00A379] U043/ U04557| U.04009| O0AIGI| O0383A| 004
a8 W O03468| 0. D0276] 002932 002532 002932 002755] 003117~ 002755] 00 U02755]  OO3I1[ 002758] 002302 002932 U031 002932 U02938[ 0.U382H]
49 WW | 0U3658| 003841 U O.03115] 0.03115] O03II5] 0.02937 D033] 0.02582| 002758] U.03294| 003654 0. 002937 O03478| 0.03294| O.03474| 003121 003653
50 XX 003115 0033| V02768 0. —0.02582] 0.02582] 0.02306| U.0241I] 002 D02582] 0.02759] U.03115] 0.02763] U02306] 0.02937] 0.02759] 0.02937] O.02588] U.02405
51 YV U05662] UOBDA7| U.D5AB3| D.05473] UU5473] O05102] V05287 005297 0.04918 cgégggggg t |ddquam




41
43
45
47
49

Tabla XIX. Continua 2.

Ha
j_s_a_ﬂ_aﬂ_w«_dumﬁﬂ..s_sa_a_:

51

[— NN | 000168
00 U00337] 0. :
PP O OTEST[ 002055 00533
002055 0.01881] 0.01707] U.00BAG[:
Ium.lla..ﬂauﬂladuaau 001533] 001361 OOITES[:
TT U03368| U03648[ 0D.03289] 0. 03008 0.03628| 0. -
U OUAIST| 002374 D.08009] OUAI0I| O.04731] U.04557| U.00846] 0. :
W | 003648 0.03BZ8| U.03648| 0.03468] 0.036 U03468| U. 0.04003| 0.03642]
[ WW | 0.03835] O.04016| U.03473| U.03294] U.03474] 003 0.02755] U.02932| 0.02932] 001187
XX 00223 U.02306] 0.02582] 0.02759] U. —0.02759] 0. 1 ] 0.02755] 0025821
Y7 | 005103 ¢ UU5104] . _

87






