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GLOSARIO

Andlisis molecular de varianza (AMOVA): método estadistico para probar
diferencias genéticas entre grupos o poblaciones que se basa en el analisis de

varianza de las frecuencias genotipicas.

Diversidad genética: grado de variacion genética en una poblacion, especie o entre

un grupo de especies medido en heterocigosidad, diversidad alélica o heredabilidad.

Heterocigosidad: medida de la variacion genética de una poblacion respecto a un

locus particular. Se define como la frecuencia de heterocigotos para ese locus.

Hormonas esteroides: son aquellas derivadas del colesterol, contienen el mismo
anillo de ciclopentanofenantreno y utilizan la misma numeracion atomica que el

colesterol.

Logica fuzzy: también llamada légica difusa es una légica multivariada que permite
representar matematicamente la incertidumbre y la vaguedad, proporcionando
herramientas formales para su tratamiento. Cualquier problema puede resolverse dado
un conjunto de variables de entrada (espacio de entrada), obtener un valor adecuado

de variables de salida (espacio de salida).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): método utilizado para realizar copias
de segmentos especificos de ADN, donde el ADN es desnaturalizado por aumento de
temperatura, se afiaden regiones flanqueantes u oligonucleétidos y la secuencia es

copiada por medio de una enzima termoestable (Taq).

Redes neuronales: son un modelo matemético formadas por elementos que se
comportan de manera analoga a las neuronas (en las funciones mas elementales) y
estdn organizadas de una forma similar a la del cerebro. Funcionan mediante
procesamiento de sefales, andlisis de datos y reconocimiento de patrones. Y sirven

para desarrollar aplicaciones, construir modelos y proponer y validar modelos.

Segregacion: uso diferencial del habitat por cada sexo. Los individuos de cada sexo

utilizan diferentes habitat excepto en la época reproductiva.
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AMOVA Anaélisis Molecular de Varianza

ANOVA Analisis de Varianza
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RESUMEN

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es una de las especies de fauna
silvestre mas importantes en México debido a su amplia distribucién y a la actividad
cinegética. Las poblaciones de venado cola blanca presentes en la Sierra Madre
Occidental, de Durango, han sido poco estudiadas comparadas con poblaciones
presentes en otras areas del pais. Recientemente, algunos productores han cercado
sus predios con la intension de reproducir o realizar actividad cinegética del venado de
manera mas intensiva. Se cree que el encierro podria afectar el comportamiento,
niveles de estrés y estructura genética de las poblaciones de venado. Por ello se
planted, un analisis de la morfometria de grupos fecales para identificacion del sexo
de los individuos, estudiar la segregacion, los niveles hormonales y la estructura
genética en una poblacion de vida libre (Salvador Allende) y en encierro (Molinillos).
Mediante funciones de clasificacion por redes neuronales y logica fuzzy se predijo el
sexo de los individuos a partir de las caracteristicas morfométricas de los pellets
fecales en un 94.4% y 86.9%, respectivamente. Respecto al grado de segregacion
espacial, ambas poblaciones presentaron el nivel mas alto en el verano y el nivel mas
bajo se presento en invierno en Salvador Allende y en otofio para Molinillos. Los niveles
de cortisol, testosterona y estradiol en heces se incrementaron conforme las
estaciones avanzaron al invierno y el fotoperiodo se disminuyd. El nivel medio de
cortisol en heces fue mayor en Salvador Allende que en Molinillos. Respecto a los
niveles de cortisol entre sexos, se observo que las hembras tuvieron niveles mas altos
gue los machos. Mediante la amplificacion de marcadores ISSR de ADN fecal se
obtuvo la heterocigosidad calculada bajo la suposicion de equilibrio de Hardy-
Weinberg de 0.1553 para la UMA Salvador Allende y 0.1858 para Molinillos. El % de
loci polimorficos fue 85.71% para Salvador Allende y 97.95%. La distancia genética
pareada de Nei (1972) entre ambas poblaciones fue de 0.75%. Mediante métodos
bayesianos (Ak) se mostré que el valor de k mas probable fue k =2, que
correspondieron a cada una de las poblaciones. El encierro de las poblaciones de
venado cola blanca no siempre es indicativo de modificaciones en el comportamiento,
niveles de estres, reproduccion y estructura genética, siempre y cuando se lleve un

monitoreo y manejo adecuado de las poblaciones.
i
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ABSTRACT

The white-tailed deer (Odocoileus virginianus) is one of the most important wildlife
species in Mexico due to its wide distribution and for hunting activity. Populations of
white-tailed deer occurring in the Sierra Madre Occidental, of Durango, have been less
studied compared to the populations present in other areas of the country. Recently,
producers have fenced areas to intensify the reproduction or harvesting of white-tailed
deer. It is believed that confinement could affect the behaviour, stress levels and
genetic structure of populations. Then, the analysis of the morphometry of the faecal
groups for the identification of the sex of the individuals, the study of the segregation,
hormonal levels and the genetic structure in a free-living population and one in a
confinement (Molinillos) were analyzed . The functions of classification by neural
networks and fuzzy logic predicted the sex of individuals from faecal pellet
morphometry in 94.4% and 86.9%, respectively. Regarding the degree of spatial
segregation, the highest level of segregation occur in summer, and lowest levels were
observed in winter for Salvador Allende and autumn for Molinillos. The levels of faecal
cortisol, testosterone and estradiol increased as the seasons advanced to winter and
the photoperiod decreased. The mean level of faecal cortisol was higher in Salvador
Allende than in Molinillos. Higher levels of faecal cortisol were observed in females than
males. By amplification of ISSR markers of faecal DNA, and the assumption of Hardy-
Weinberg equilibrium, heterozygosity calculated was 0.1553 for Salvador Allende and
0.1858 for Molinillos. The % polymorphic loci was 85.71% for Salvador Allende and
97.95%. Nei (1972) pairwise genetic distance between populations was 0.75%. Using
bayesian methods (AK), it was shown that the most probable k value was k = 2, which
corresponded to each population. The confinement of white-tailed deer populations is
not always indicative of changes in behaviour, stress levels, reproduction and genetic
structure, as long as adequate monitoring and management of the populations is

carried out.
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INTRODUCCION GENERAL

El venado cola blanca es una especie de cérvido nativo del continente americano con
gran valor cultural y ecologico. Gracias a la actividad cinegética y ecoturismo, los
productores en zonas rurales han diversificado la produccion animal a la explotacion
de especies silvestres, aumentando sus ingresos. Por otro lado, para poblaciones
indigenas o rurales, el venado cola blanca es de importancia cultural y es fuente de
proteina animal. Para poder realizar aprovechamiento de esta especie silvestre se
tiene que hacer mediante el establecimiento de una Unidad de Manejo para la
Conservacién de Vida Silvestre (UMA). Para el establecimiento de una UMA es
necesario la elaboracién de un plan de manejo, que es un documento que especifica
el estado actual de las poblaciones, su habitat, el tipo de aprovechamiento a realizar,
la planeacion de ese aprovechamiento y estrategias de conservacion. El plan de
manejo entonces deberia integrar informacién acerca del comportamiento, la
reproduccion y estado genético. En la Sierra Madre Occidental de Durango, crece el
interés de la instalacion, mejoramiento y acondicionamiento de UMAs para
aprovechamiento de venado cola blanca. Un ejemplo de ello es la aplicacién de malla
venadera como cercado para intensificar el manejo de las poblaciones. Sin embargo
esas poblaciones han sido poco estudiadas desde el punto de vista ecoldgico,
hormonal y genético, sin tomar en cuenta la diferenciacion entre las poblaciones en
encierro y vida libre. Otro aspecto importante a considerar bajo el esquema de
conservacion de las especies, es el muestreo y manejo de las poblaciones, por lo que
actualmente se busca obtener datos de los individuos sin tener que contenerlos
guimicamente o manipularlos. Un tipo de muestreo no invasivo es el uso de las heces
fecales, de las cuales se puede obtener desde la composicion de la dieta, metabolitos
hormonales o ADN. En este trabajo se analizé la morfometria de los pellets fecales
para la identificacién del sexo de los individuos. Después, se estudio la segregacion
por edad y sexo en cada poblacién a partir de la ubicacion y presencia de los grupos
fecales en campo. Por otro lado, se compararon las hormonas esteroides cortisol,
testosterona y estradiol en heces por sexo y tipo de poblacion. Finalmente, se analizo
la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones, asi como su separacion

genética con otras poblaciones de venado en el pais a nivel de ADN mitocondrial.
1
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CAPITULO I: IDENTIFICACION DEL SEXO DE LOS INDIVIDUOS A PARTIR DE
MORFOMETRIA DE PELLETS FECALES
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1.1 INTRODUCCION

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es una de las especies de fauna
silvestre mas importantes en México debido al nUmero de animales que son cazados
anualmente (Clemente et al. 2015). Las regulaciones establecidas por el gobierno para
el aprovechamiento de venado cola blanca en México permiten la caceria diferenciada
entre hembras y machos, teniendo preferencia por los machos (Riley, 2003; Lindsay y
Belant, 2007). Es necesario obtener informacion acerca del numero de hembras y
machos presentes en un area para poder facilitar la aplicacion de las leyes de
aprovechamiento, reducir caceria ilegal y estimar tasas de aprovechamiento mas
precisas (Lindsay y Belant, 2007). La determinacion del sexo en poblaciones silvestres
es importante para entender su estructura y dinamica de poblacion, asi como su uso
de habitat, comportamiento y sistema de apareamiento (Shaw et al. 2003; Morden et
al. 2011). Anteriormente, las heces fecales han sido utilizadas como indices de
abundancia animal (Kobelkowsky et al. 2001; Lounsberry et al. 2015), como
estimaciones de su densidad poblacional (Mandujano y Gallina 2004, Beltran-Vera y
Diaz 2010, Pifia y Trejo 2014) como fuente de identificacion de animales (Brinkman et
al. 2010), como medio para determinacion de dieta (Homolka et al. 2008, Granados et
al. 2014), infestacién parasitaria (Myers et al. 2015), y metabolitos hormonales (McCoy
y Ditchkoff, 2012, Lopez-Coba y Montes-Pérez, 2016), para mediciones de estrés

fisiolégico y funciones reproductivas.

En las heces fecales, se encuentran células epiteliales que se desprenden de la
mucosa intestinal, de las cuales se puede aislar ADN, y de esta manera es posible
genotipificar a los individuos (Huber et al. 2002; 2003; Tolleson et al. 2005). Dado que
las heces pueden ser facilmente colectadas sin perturbar a los animales, el uso de
ADN fecal se ha vuelto una herramienta cada vez mas utilizada en estudios de
comportamiento, ecologia y manejo de fauna (Huber et al. 2003). La determinacion del
sexo a partir del ADN extraido de heces en especies de fauna silvestre viviendo en
libertad se vuelve entonces un opcion practica (Yamauchi et al. 2000; Han et al. 2009)
mediante la amplificacién por PCR de fragmentos especificos de ADN asociados con

un cromosoma sexual, como lo es el gen SRY (Yamauchi et al. 2000; Bryja y Konecny,
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2003, Han et al. 2009). El gen SRY produce un factor de transcripcion de alta
movilidad, el cual reconoce las secuencias especificas de ADN y se adhiere a él. Este
proceso inicia con la diferenciacion embrionaria de testiculos. Entonces, es un gen
exclusivo de los machos y estd presente en una sola copia en la regién no
recombinante del cromosoma Y en la mayoria de los mamiferos (Bryja y Kone¢ny,
2003). Algunos métodos no moleculares para la identificacion de sexo en campo
utilizadas para varias especies de cérvidos son dificiles de llevar a cabo y no son del
todo confiables, por ejemplo, la observacion directa de la region genital (Morden et al.
2011), los niveles hormonales en sangre y la morfologia pélvica. Esas técnicas no
siempre se pueden llevar a cabo en poblaciones de vida libre (Shaw et al. 2003), dado
gue los animales necesitan ser capturados, lo cual puede ser problematico y dafiino
(Han et al. 2003). Por esas razones, métodos de monitoreo no invasivo como la
extraccion de ADN fecal o morfometria de pellets fecales se vuelven una herramienta

segura que ofrece informacién confiable (Morden et al. 2011).

La informacion obtenida a partir de los grupos fecales puede ser utilizada para estimar
los pardmetros ecolégicos en mamiferos y puede ser una gran herramienta para los
investigadores, sobre todo si la informacion sobre sexo y edad de los animales puede
ser obtenida a partir de las heces (Sanchez-Rojas et al. 2004). Existen varios estudios
donde pudieron identificar la edad utilizando la morfometria de los pellets fecales en
venado cola blanca (Ezcurra y Gallina, 1981), reno (Rangifer tarandus platyrhynchis)
(Morden et al. 2011) y berrendo (Antilocapra americana sonoriensis) (Woodruff et al.
2016). Ademas, se pudo identificar el sexo también con morfometria fecal en alces
(Alces alces) (MacCracken y Van Ballenbergue, 1987) y venado bura (Odocoileus
hemionus) (Sanchez-Rojas et al. 2004). Poder determinar la edad y sexo de los
individuos de poblaciones de venados a partir del tamafio y forma de los pellets fecales
tiene implicaciones de manejo y conservacion importantes, sobre todo para aquellas

especies gue son dificiles de rastrear y observar (Sanchez-Rojas et al. 2004).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue generar funciones de clasificacion
mediante redes neuronales y l6gica fuzzy para predecir el sexo de los animales a partir

de la morfometria fecal en venado cola blanca. Para ello, se contrastaron los
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resultados obtenidos de la identificacion de sexo mediante amplificacion del marcador
del gen SRY para obtener el porcentaje de clasificacion correcta.

1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1. Area de estudio

Se colectaron grupos fecales de venado cola blanca en dos Unidades de Manejo para
la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) (Salvador Allende y Molinillos). Ambas
UMA se encuentran ubicadas en el municipio de Durango, Durango, México. Salvador
Allende se encuentra localizado en las coordenadas 24° 71’- 24° 05’ Ny 104° 51’ 104°
56’ O y cuenta con una elevacion de 2200-2680 m, su area es de 3,200 ha. Esta UMA
tiene un clima templado semifrio, y templado semihimedo (Martinez y Martinez, 2010).
Los principales tipos de vegetacion son bosque de pino-encino, bosque de pino y
bosque de encino (Gonzalez et al. 2007). La UMA Molinillos se encuentra localizada
en las coordenadas 23° 36’-23° 39’ Ny 104° 59’ y 105° 06’ O con una elevaciéon de
2000 a 2680 msnm y su area es de 300 ha. Esta UMA tiene un clima templado
semihimedo y templado semifrio. El principal tipo de vegetacion es bosque de pino,
bosque de pino encino, bosque de encino pino, bosque de encino y pastizal (Rosales
y Villanueva, 2014).

1.2.2 Colecta y medicion de grupos fecales

Los grupos fecales fueron colectados cada dos semanas por 12 meses en cada UMA.
Para Salvador Allende el periodo de muestreo abarcé del 1 de marzo 2015 al 31 marzo
2016, y para la UMA Molinillos fue del 1 Octubre 2015 al 31 de Octubre 2016. El
periodo de muestreo cubrio las cuatro estaciones del afio: primavera (21 marzo- 21
junio), verano (22 junio-22 septiembre), otofio (23 de septiembre-21 de diciembre) e
invierno (22 diciembre- 20 marzo). En muestreos previos al periodo de muestreo se
identificaron las areas con mayor actividad de venado cola blanca para cada UMA
mediante la técnica de conteo de grupos fecales. Mediante mapas se ubicaron dos
transectos de 1000 m para recorrer en cada visita. Se colectaron grupos fecales

frescos caracterizados por su suavidad y la humedad del moco exterior que presentan.
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Para identificar los grupos fecales frescos de otros mas antiguos, evitamos muestrear
en dias cuando hubo lluvia o llovio el dia anterior. Se colocaron 20-30 pellets fecales
superiores en tubos Falcon ® (Corning Life Sciences® C352070) con etanol al 96%,
los otros pellets fueron colocados en bolsas plasticas para su posterior congelacion.
Los grupos fecales fueron identificados con nombre de la UMA, fecha vy
geolocalizacion. Los pellets fecales mantenidos en bolsas plasticas fueron medidos
antes de colocarse en a -20°C. Con un vernier digital, se midié el ancho (A= ancho
maximo del pellet), largo (L=largo maximo del pellet), radio (R=A/2), Volumen
(V=mrR?L) y la proporcién largo/ ancho (L/A). A partir de la media del volumen se asigné
una categoria de edad a los grupos fecales: 0-290 mm? fueron crias, 291 a 605 mm?
juveniles y de 606 mm? en adelante adultos (Harding 1949, Ezcurra y Gallina, 1981).

1.2.3. Extraccién de ADN

Se aislé ADN a partir de dos a cuatro pellets preservados en etanol al 96%. Los pellets
se dejaron secar durante 45 min a temperatura ambiente en cajas Petri estériles. Ya
secos, se disgregaron los pellets y se colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml
y se afladié 1 ml de buffer de extraccion (2% CTAB, 100 mM TRIS, pH 8, 20 mM EDTA,
pH 8, 1.4 NaCly 1% PVP) y 5 uL de 2-mercaptoetanol por tubo. Los tubos se agitaron
en vortex a 3,400 rpm por 10 segundos y se colocaron en digestién por una hora a
65°C. Pasada la hora, se agregaron 50 uL de Proteinasa K y se colocaron en digestion
una hora mas a 65°C. Los tubos se centrifugaron a 13,200 rpm durante 15 minutos
para separar la parte sélida de las muestras. El sobrenadante se transfirié a nuevos
tubos y de nuevo se centrifugaron 15 min a 13,200 rpm para quitar impurezas solidas
que hayan permanecido. El nuevo sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos y se
agregaron 400 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agitaron en vortex a
3,400 rpm por 10 seg y se centrifugaron por 6 min a 13,200 rpm. Se separo el
sobrenadante en nuevos tubos y se agregaron 300 pL de acetato de amonio (3M, pH
5.2) y 600 pL de isopropanol. Los tubos se colocaron a -20°C por 12 horas. Se
centrifugaron los tubos a 13,200 rpm por 15 minutos, el sobrenadante fue descartado
dejando una pastilla de ADN en el fondo del tubo. La pastilla se lavé agregando 500

uL de etanol al 80%, agitacion en vértex a 3,400 rpm por 10 seg y centrifugacion por a
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13,200 rpm por 6 min. El lavado se realizo dos veces. Se descarto el alcohol de los
tubos, ya secos (sin trazas de alcohol) el ADN fue rehidratado con 55 pL de agua grado
biologia molecular (Cellgro Corning® 46000). Se obtuvo la pureza y cantidad de ADN
en ng/uL mediante espectrofotometro Nanodrop®2000. La integridad del ADN fue

observada en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio.
1.2.4. Amplificacion del marcador del gen SRY

Se amplifico un fragmento del gen SRY mediante el set de primers SRY f: CAT CTT
GTC TGT GTG TCG TGy SRY r: CGG GTA GTG TCG TTT GTC TA (Lounsberry et
al. 2015). Se utilizaron muestras de tejido de machos obtenidas de la UMA Salvador
Allende como control positivo. La concentracion final para PCR fue 100-150 ng/uL de
ADN, 2.5 mM de MgCI2, 0.5 mM de dNTP’s, 0.6 pM de cada primer y 0.750 unidades
de Tag DNA polimerasa. El perfil térmico de PCR fue 15 min a 95°C de
desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 1.30 min a 58°C y 1 min a 72°C,
y finalmente 10 min a 72°C de elongacion final. Los productos de PCR fueron
observados en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio. En cada gel o se
afladi6 marcador de peso molecular y controles positivo y negativo (agua). Los
resultados fueron corroborados ya que las muestras que no amplificaron se realizaron
por duplicado desde la extraccion. Entonces las muestras que no mostraron
amplificacion se tomaron como hembras y las muestras que mostraron amplificacion
(banda ~200 pb) se tomaron como machos. Las muestras que mostraron bandas
difusas no fueron incluidas en el estudio. Algunas identificaciones de sexo mediante

método molecular fueron corroboradas con registros de observaciones de campo.
1.2.5. Anédlisis estadistico

Se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) con un disefio experimental factorial,
donde los factores fueron la edad, la estacion y el sexo, para todas las variables
morfométricas (a=0.05) usando el procedimiento PROC GLM en el programa SAS 9.2
(SAS Institute, Cary, N.C.). Los casos donde se obtuvieron diferencias significativas
en las variables morfométricas entre sexos se utilizaron para la realizacion de las

funciones de clasificacion.
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Se realiz6 un analisis de redes neuronales para clasificar los grupos fecales de
acuerdo a un sexo en base a sus medidas morfométricas. Una red neuronal es una
técnica precisa para clasificaciones dado que es capaz de almacenar patrones e
informacion repetida para dar una solucién o clasificaciéon (Chairez et al. 2008). El

andlisis incluy6 una capa oculta y Nh neuronas, bajo el siguiente modelo:

Yk=fk ak+Zij)j- aj+z Win,"

= =i

Donde Yk es la variable dependiente (Yk; 1= macho, O=hembra), xi son los valores de
las variables morfométricas. Los pesos wii y wijy la constante ajy ax fueron estimadas
utilizando el algoritmo de propagacion hacia atras. La funcion de activacion fue

sigmoidal y la capa interna y de salida:

X

()=

1+eX

El analisis de redes neuronales se realiz6é en el programa SPSS 18 (SPSS, Chicago,
lllinois).

Para clasificar los grupos mediante logica fuzzy, se encontraron primero los valores de
pertenencia para cada variable morfométrica los cuales son los valores medios que
mejor diferencian a las hembras de los machos en todas las variables morfométricas.
Entonces se codificaron a una escala binaria donde 1 representa caracteristica de
macho y 0 de hembra. Cada combinacion I6gica de los valores de las variables
independientes es representada en una tabla de verdad. Cuando la tabla es
construida, cada linea es asignada a un tipo de respuesta, 1 o 0 ya sea el caso,
basados sobre la calificacidn que obtuvo esa muestra en los valores de pertenencia.
El analisis de légica fuzzy se llevo a cabo en el programa fsQCA (Ragin et al. 2006).
Los resultados de ambos analisis de clasificacion fueron comparados con los
resultados de identificacién de sexo mediante amplificacion de marcador de gen SRY

para obtener un porcentaje de correcta clasificacion.
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1.3 RESULTADOS

Se aislo ADN fecal de 398 muestras de heces fecales frescas colectadas para ambas
UMA. Mediante la amplificacion del marcador del gen SRY, 385 grupos fecales fueron
asignados a un sexo, logrando un 96.7% de éxito en el andlisis de PCR. Mediante la
media de volumen de cada grupo fecal, se asignaron 31 grupos fecales como crias,
241 como juveniles y 113 como adultos, a su vez; 219 grupos fecales se asignaron

como hembras y 166 como machos (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacion de los grupos fecales de venado cola blanca por edad y sexo
colectados en dos poblaciones (UMA) en Durango, México, mediante la

amplificacion del marcador del gen SRY y morfometria de pellets fecales.

Crias Juveniles Adultos
Estacion F M F M F M Total
Primavera 11 3 37 18 12 11 92
Verano 1 14 21 2 9 49
Otofio 4 4 53 36 23 33 153
Invierno 5 1 39 23 18 5 91
Total 22 9 143 98 55 58 385

Con el ANOVA, se pudieron observar diferencias entre edades en largo, ancho, radio
y volumen (P< 0.0001). Se encontraron diferencias entre estaciones del afio, en otofio
y verano se presentaron los valores mas altos de ancho y radio, en comparacion de
invierno y primavera (Fs, 1148 = 3.8787, P < 0.009, F3, 1148 = 3,8787, P < 0.0099,
respectivamente). La proporcién largo/ancho tuvo valores mas altos en invierno y
primavera que en otofo y verano (Fs, 1148 = 3.99, P < 0.0088). En las interacciones,
solo se encontraron diferencias entre sexo en ancho, radio (Fs, 67=33.9, P = 0.013) y

largo/ancho (Fs, 67=33.95, P = 0.01111) en muestras pertenecientes a adultos en el
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invierno. Entonces, se utilizaron los datos de los 23 grupos fecales colectados en el

invierno para realizar las funciones de clasificacion.

La variable ancho mostré el menor coeficiente de variacion y el volumen presento el
valor mas alto. Conforme la edad se incrementd, el coeficiente de variacion en los

valores de las variables morfométricas también incrementaron (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Valores medios de variables morfométricas y coeficiente de variacién (CV) de los pellets fecales de venado

cola blanca colectados en dos poblaciones (UMA) en Durango, México, por edad, estacién y sexo. (Vol. =volumen,

L/A=proporcién largo/ ancho).

Variables
Edad Estacion Sexo Ancho cv Largo CVv Radio Ccv Vol. Ccv L/A cv
R LN 7 W LN % WL (%)
Crias Primavera H 5.79 10.36 9.42 10.83 2.89 10.38 24940 21.01 1.65 15.76
M 5.75 4.52 10.04 7.07 2.87 453 26141 11.73 1.75 7.43
Verano H 6.33 3.00 9.33 6.22 3.17 3.15 29414 9.37 1.47 6.12
M 5.80 5.52 9.61 12.07 2.90 552 25212 9.24 1.67 16.17
Otofo H 5.66 8.30 9.11 1153 2.83 8.13 230.21 18.73 1.62 14.81
M 5.65 4.25 9.22 10.20 2.82 426 23253 15.80 1.63 9.20
Invierno H 5.79 6.22 9.43 15.38 2.90 6.21 250.94 21.87 1.63 14.11
M 6.30 3.17 9.47 20.17 3.15 3.17 293.90 17.05 1.51 22.52
Juveniles Primavera H 6.86 9.18 11.64 1478 3.43 9.04 43429 24.71 1.71 16.96
M 6.77 10.04 1221 11.88 3.39 10.03 445.66 24.42 1.82 15.93
Verano H 6.99 10.16 1162 14.72 3.50 10.29 446.45 20.53 1.69 21.89
M 7.13 8.27 11.36 12.76 3.56 8.15 458.74 22.93 1.60 13.13
Otofo H 7.10 9.01 1157 1521 3.55 9.01 460.56 22.67 1.64 18.29
M 7.06 8.92 1166 1398 3.53 9.07 459,53 22.03 1.67 16.17
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6.86 8.75 1216 16.94 3.43 8.75 452.34 23.08 1.79 19.55
7.01 8.56 1237 13.82 3.50 8.57 479.53 20.32 1.78 17.42
8.11 5.43 13.53 9.16 4.06 542 70230 1561 1.67 10.18
8.23 16.16 1435 1540 411 16.06 809.45 58.92 1.76 14.20

Invierno H
M
H
M
Verano H 9.17 16.36 13.53 11.38 458 16.38 896.21 2944 1.53 23.53
M
H
M
H
H

Adults Primavera

8.92 8.86 13.49 1446 4.46 8.97 856.51 27.48 1.52 14.47
8.46 1229 14.09 13.13 423 1229 80395 30.13 1.69 16.57
8.45 11.60 1351 1451 422 1161 760.85 25.86 1.63 20.86
7.81 8.96 14.65 10.58 3.91 8.95 708.05 2131 1.89 14.29
8.32 8.29 13.74 13.83 4.16 8.17 74418 16.22 1.67 17.37

Otorio

Invierno
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Para el andlisis de redes neuronales se probaron modelos de 2 a 40 redes neuronales
en la capa oculta, y el modelo que tuvo 22 neuronas mostré el menor porcentaje de error.
Con esta funcion de clasificacion se predijo el sexo de los individuos a partir de sus
caracteristicas morfométricas en un 94.4% de precision, ya que se asigno correctamente
cuatro de los 5 grupos fecales de machos y la totalidad de los grupos pertenecientes a
hembras. Por otro lado, a través del analisis por légica fuzzy, se obtuvo una tasa de
correcta clasificacion de 86.9% al clasificar cuatro de los cinco machos como machos y
16 de 18 grupos fecales de las hembras como hembras (Tabla 1.3). Los valores de
pertenencia para convertir las variables reales a un codigo binario fueron ancho= 8.2 mm
=1 (macho), largo215.2 mm=0 (hembra), radio= 4.1 mm= 1 (macho), Volumenz 730 mm?3

=1 (macho) y largo/ancho= 1.8= 0 (hembra).

Tabla 1.3. Sexo observado mediante amplificacion del marcador del gen SRY en ADN
fecal contra el sexo predicho generado por funciones de clasificacion mediante redes
neuronales y logica fuzzy a partir de morfometria de pellets fecales de venado cola

blanca colectados en dos poblaciones (UMA) en Durango, México.

Redes neuronales Logica Fuzzy
Sexo predicho Clasificacion Sexo predicho Clasificacion
correcta (%) correcta (%)

Sexo
Observado M H M H
Macho 4 1 80.0 4 1 80.0
Hembra 0 18 100.0 2 16 88.8
General 94.4 86.9
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1.4 DISCUSION

En este estudio, la clasificacién de sexo a partir de la morfometria de los pellets fecales
fue exitosa solamente con los grupos fecales colectados en invierno pertenecientes a
adultos. Las funciones de clasificacion fueron capaces de clasificar correctamente un alto
porcentaje de las muestras, utilizando la informacion de las caracteristicas morfométricas
de los pellets. Sin embargo, la clasificacion mediante redes neuronales fue mas precisa
que la clasificacibn mediante logica de fuzzy. En una clasificacion llevada a cabo por
Sanchez-Rojas et al. (2004) con heces de venado bura mediante analisis discriminante
por pasos y variables morfométricas, los machos adultos fueron asignados a su sexo en
un 100% de precision y las hembras en un 91.66%. Ese mismo estudio, al utilizar l6gica
de fuzzy, clasificaron el 100% de los grupos fecales de machos a su sexo de pertenencia
y el 75% de los grupos de hembras. MacCracken y Van Ballenberghe (1987) identificaron
exitosamente el sexo de alces mediante sus grupos fecales en 92% para machos y 91%

para hembras usando un analisis discriminante por pasos.

Las variables que mas contribuyeron a la diferenciacién entre los grupos fecales de
hembras y machos en el invierno para la funcion de clasificacién por redes neuronales
fueron ancho, radio, largo, largo/ancho y volumen. Para el analisis por logica fuzzy, las
variables mas importantes para determinar el sexo fueron ancho y largo/ancho.
MacCracken y Van Ballenberghe (1987) identificaron y clasificaron el sexo de alces a
partir de las variables volumen y anchoi y anchoz. Por su parte, Sdnchez-Rojas et al.
(2004) encontro que las mejores variables para clasificar el sexo en venado bura fueron
ancho y volumen. Morden et al. (2011) clasificaron el sexo a partir de grupos fecales de

renos con la combinacion de variables ancho y largo.

En este estudio se encontraron diferencias entre hembras y machos en las variables
ancho, radio y relacion largo/ancho en grupos fecales de adultos colectados en invierno.
Asi mismo, Sanchez-Rojas et al. (2004) encontraron diferencias entre edades y sexo
solamente en ancho y volumen en pellets fecales de venado bura en todas las estaciones

gue muestrearon. El método de morfometria fecal se basa en la suposicién de que las
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medidas de los pellets dependen de la talla corporal del individuo, y esto a su vez, de la
edad y el sexo (Camargo-Sanabria y Mandujano, 2009). MacCracken y Van Ballenberghe
(1987) sugirieron que la técnica de morfometria de pellets fecales funciona mejor en
especies que exhiben un fuerte dimorfismo sexual. El venado cola blanca es una especie
dimoérfica, este dimorfismo se vuelve mas evidente en el invierno cuando se presenta la
época reproductiva y la produccion de testosterona se incrementa (Clemente et al. 2005),
los machos tienen las astas bien desarrolladas, los cuellos ensanchados, y acumulan
grasa corporal para mantenerse durante la época de apareamiento (Dostaler et al. 2011);
Galindo-Leal y Weber, 1998). Sanchez-Rojas et al. (2004) atribuyé el éxito de la
clasificacion de los grupos fecales de venado bura a un sexo por el alto grado de
dimorfismo sexual que presenta la especie. Camargo-Sanabria y Mandujano (2009)
sugirieron que la técnica de morfometria fecal no fue aplicable en su estudio porque el
venado cola blanca presente en las areas tropicales de México presenta menos
dimorfismo sexual, ademas no consideraron las estaciones del afio y no hicieron

separacion por edades.

Por otro lado, los cambios estacionales en la vegetacién estan muy bien reconocidos en
el Norte América. En México, en verano o época de lluvias, la vegetacion disponible se
vuelve mas abundante y a su vez la calidad es mejor. Mientras que en la época seca o
invierno, el nUmero de especies para forrajear se disminuye y la calidad de las plantas es
menor (Dostaler et al. 2011). Por su parte, Barboza y Bowyer (2000) mencionaron que
existe un incremento en el volumen del tracto digestivo en hembras venado cola blanca
asociado con los cambios estacionales de la vegetacion, afectando el tamafio de sus
pellets fecales. Sin embargo, la morfologia del tracto digestivo no cambia en machos, por
lo que esto puede generar la poca diferenciacion de los pellets entre sexos en la época
de lluvias o verano. Los cambios en la vegetacion se reflejan directamente en la tasa de
defecacién y el tamafio de los pellets fecales (Tolleson et al. 2005; Clemente et al. 2005;
Ball 2010). Alvarez (1994) encontr6 diferencias en la morfologia de los pellets en ciervo
rojo (Cervus elaphus) y venado gamo (Dama dama) segun la estacion del afio que fueron
colectados los pellets. Morden et al. (2011) encontraron esas diferencias estaciones

comparando las dimensiones de los pellets fecales de renos. Camargo-Sanabria vy
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Mandujano (2009) comentaron que los pellets fecales en el verano pueden ser mas largos
y presentan mas variacion en la morfometria debido al cambio en la dieta resultado del
cambio en la vegetacion. En este estudio, los venados adultos en el verano tuvieron
mayor volumen y ancho (Tabla 1.2). Con respecto a los coeficientes de variacion, todas
las variables morfométricas tuvieron un coeficiente entre 9 y 35% (Tabla 1.2), por su
parte, Sdnchez-Rojas et al. (2004) tuvieron coeficientes de variacion de 5 a 23%. Esto
indica que la varianza es pequefia a mediana entre los grupos de individuos. Ademas se
observo en este estudio que conforme la edad se increment6 el coeficiente de variacion.
La variable morfométrica con mayor coeficiente de variacion fue el volumen, asi también

lo encontré Sanchez-Rojas et al. (2004).

Respecto a los grupos de edad, el promedio de las variables morfométricas siempre fue
mas alto en adultos que para las otras edades. Esto concuerda con lo encontrado por
MacCracken and Van Ballenberghe (1987) para alce, Camargo-Sanabria y Mandujano
(2009) para venado cola blanca, Morden et al. (2011) para reno y Woodruff et al. (2016)
en berrendo sonorense. Sanchez-Rojas et al. (2004) encontraron en venado bura, que
los pellets fecales pertenecientes a los juveniles fueron mas redondeados, en otras
palabras, la proporcion largo/ancho fue menor que adultos, sin encontrar diferencias
significativas. En este trabajo se encontré que conforme la edad aumentd, la proporcion
largo/ancho se disminuy0, volviéndose mas redondos, sobre todo en machos (Tabla 1.2).
Por otro lado, el uso de ADN fecal para la identificacion de sexo de los individuos es una
técnica confiable y de muestreo no invasivo que sin perturbar a los individuos se puede
obtener tal informacién, siendo de gran importancia para el manejo de fauna silvestre
(Shaw et al. 2003; Lindsay y Belant, 2007). En este trabajo se utilizaron un set de primers
para amplificar el marcador del gen SRY e identificar el sexo de los individuos a partir
del ADN fecal, en otros estudios, se han utilizado dos o mas genes (Yamauchi et al. 2000;
Huber et al. 2002; Shaw et al. 2003; Lindsay and Belant, 2007). Dado que el gen SRY es
exclusivo de machos, se genera la informacion necesaria a partir de la amplificacion de
un solo par de primers, volviendo a la técnica mas economica. Lindsay y Belant (2007)
observaron en venado cola blanca que la amplificacién de solo este gen en ADN fecal,

pudieron ser identificados los individuos sin problemas. La carencia de producto de PCR
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para este marcador no es entonces una reaccion fallida, sino la ausencia del cromosoma
Y (Huber et al. 2002).

1.5 CONCLUSIONES

La metodologia de clasificacion de sexos a partir de morfometria de pellets fecales para
el monitoreo de venado cola blanca y otros ungulados se vuelve una herramienta mas
atil e informativa cuando se puede obtener la informacién del sexo incluso en campo.
Esta técnica es muy Util en especies de vida silvestre, los cuales son dificiles de observar
o cuando la captura y manipulacion no es una opcion. Conocer el sexo de los individuos
que producen los grupos fecales que se colectan para otros estudios genera mayor
informacion para el monitorio de las dinAmicas de la poblacion y su estructura, ademas
que el uso de esta metodologia no es perjudicial para los individuos. Basados en estos
resultados, los grupos fecales colectados en invierno son los mejores para la realizaciéon
de la identificacion de sexo de los individuos mediante las funciones de clasificacion por

morfometria de pellets fecales.
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CAPITULO II. SEGREGACION POR SEXO Y EDAD EN POBLACIONES DE VIDA
LIBREY ENCIERRO.
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2.1 INTRODUCCION

El venado cola blanca es una especie de gran importancia econémica y ecoldgica en
México (Villarreal, 1999, Clemente et al. 2015). EI manejo de especies silvestres de
interés econdmico requiere del analisis sobre el estado de la poblacion, tendencias
demograficas, la colecta de datos como la edad y sexo (que nos indica la natalidad y
mortalidad en estudios de monitoreo) para mejorar la produccién animal asi como la
cosecha o caceria sustentable (Janermo et al. 2017). La informacion acerca del nimero
de hembras y machos que habitan en un area también sirve para facilitar el cumplimiento
de las leyes aplicables para el manejo de fauna, reducir la caza furtiva, estimar tasas de
aprovechamiento mas precisas, aplicar practicas de manejo localizado y estimar
adecuadamente las densidades de poblacion (Lindsay y Belant, 2007; Peterson et al.
2017). Datos confiables sobre las poblaciones son un requisito para el manejo exitoso de
las poblaciones de ungulados y, los movimientos de segregacion de los animales podrian
sesgar las estimaciones de densidad de poblacion y tendencias demogréficas.
Documentar el comportamiento de segregacion e identificar los factores que influyen en
éste son importantes para proveer el entendimiento de la ecologia basica de las especies
y para generar informacién critica para la conservacion y manejo de las especies
(Diefenbach et al. 2008; Lutz et al. 2015; Lutz et al. 2016).

La segregacion sexual se define como el uso exclusivo por machos y hembras de
diferentes areas a determinadas escalas espaciales y temporales, es comun entre los
rumiantes poligamos y particularmente en cérvidos con dimorfismo sexual (Kie y Bowyer,
1999). Este fendmeno puede ser explicado como el patrén en el que machos y hembras
utilizan diferentes recursos o realizan actividades en grupos del mismo sexo o edad por
un periodo de tiempo (De la Cruz, 2017). Tales diferencias en el uso del area y recursos,
pueden causar importantes diferencias en forrajeo y otras formas de comportamiento, asi
como en la capacidad de sobrevivencia de los sexos. También los factores ambientales
podrian influir en la segregacién, particularmente en ungulados (Conradt, 1998).
Numerosas ideas han surgido para explicar la segregacion sexual en especies de
rumiantes sexualmente dimorficas (Barboza y Bower, 2000). Existen varias hipotesis

causantes de la segregacion sexual y de edades: 1) dimorfismo sexual- tamafio corporal,
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2) estrategia reproductiva, 3) hipotesis de los factores sociales y 4) Hipotesis sobre la
conducta del forrajeo o presupuesto energético (De la Cruz, 2017). Barboza y Bower
(2000) agruparon las hipotesis de la segregacién en dos grupos: riesgos de depredacion
y diferencia en la talla corporal. Por otro lado, Sanchez-Rojas et al. (2002) comentan que
la hipdtesis mas invocada para explicar esta segregacion es la estrategia reproductiva.
El grado de segregacion sexual varia entre las diferentes poblaciones de la misma
especie y entre especie (Conradt, 1999). Ademas, las diferentes hipétesis que explican
la segregacion asi como los factores que la pueden provocar no excluyen a los demas,
por lo que existe un gran numero de posibles causas de la segregacion sexual que deben

ser estudiadas para el manejo de las poblaciones.

Historicamente el estudio y analisis de dispersién y movimientos en ungulados mediante
radiotelemetria, implica la captura o contencién quimica, y manipulacién de los individuos.
Esta situacion podria poner en riesgo a los individuos y a las personas que los manipulan,
ademas de que podria causar sesgos en la obtencién de datos de otras investigaciones
debido al estrés provocado por la manipulacién (Huber et al. 2003). Los grupos fecales
de cérvidos han sido utilizados como indices de abundancia animal (Kobelkowsky-Sosa
et al. 2001; Lounsberry et al. 2015) y estimaciones de densidad (Mandujano y Gallina,
2004, Vega, 2011), fuente de identificacién de animales (Brinkman et al. 2010), como
medio para determinar la dieta (Homolka et al. 2008) y metabolitos hormonales (McCoy
y Ditchkoff 2012). Dado que las heces pueden ser facilmente recolectadas sin causar
dafios o disturbios a los individuos, y se pueden obtener muchas muestras, el uso de esta
técnica para obtener informacion se torna una herramienta importante en estudios de
comportamiento, ecologia y manejo de las poblaciones manteniendo el esquema de
conservacion y sustentabilidad (Huber et al. 2003). Por todo lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue analizar la segregacion estacional por sexo y edad en dos poblaciones de

venado cola blanca tanto en vida libre como en encierro a partir de los grupos fecales.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Area de estudio

Se colectaron grupos fecales de venado cola blanca en dos Unidades de Manejo para la
Conservacion de Vida Silvestre (UMA) localizadas en el municipio de Durango, Durango,
México. La poblacion en vida libre se ubica en la UMA Salvador Allende. Esta UMA esta
localizada entre las coordenadas 24° 71° — 24° 05" Ny 104° 51’- 104° 56’ O, a una
elevacion de 2200-2680 msnm. Esta UMA tiene un area de 3200 ha, y un clima templado
semifrio y templado semihimedo. La densidad poblacional estimada en el invierno fue
de 2.52 venados/km? (Vega et al. 2016). Los principales tipos de vegetacion son bosque
de encino-pino, pino-encino y bosque de encino (Gonzéalez et al. 2007). En la UMA
Molinillos se encuentra una poblacion de venado cola blanca en 300 ha de encierro. La
densidad poblacional estimada en el invierno fue de 4.58 venados/km? (Vega et al. 2016).
Esta UMA se localiza en las coordenadas 23° 36'- 23° 39' N y 104° 59'- 105°06' O a una
elevacion de 2000 a 2680 msnm. El clima en esta UMA es templado semifrio y templado
subhumedo. Los principales tipos de vegetacion son bosque de pino, bosque de pino-

encino, bosque de encino pino y pastizal (Rosales y Villanueva, 2014).
2.2.2. Colectay clasificacién de los grupos fecales

Se colectaron grupos fecales cada dos semanas por 13 meses en cada UMA. El periodo
de muestreo cubrié las cuatro estaciones del afio. En Salvador Allende, el periodo de
muestreo ocurrié del 1 Marzo 2015 al 31 de Marzo 2016 y en Molinillos del 1 Octubre
2015 al 31 Octubre 2016. Se establecieron las areas de mas actividad de venado
mediante conteo de grupos fecales realizado en muestreos previos. Se colectaron grupos
fecales frescos de 0 a 24 horas después de haber sido depositados, estos grupos se
caracterizan por la suavidad y la humedad del moco exterior que presentan los pellets.
De la parte superior del grupo fecal, se colectaron alrededor de 20-30 pellets en tubos
Falcon® de 50 ml con etanol al 96%. La otra parte de los pellets se colectd en bolsas
plasticas y se pusieron en congelacion a -20°C. Los grupos fecales fueron identificados
por UMA, fecha y geolocalizacion. Se midio el largo y ancho de los pellets designados a
congelacion y se calcul6 el volumen de los pellets. A partir de la media de volumen de

cada grupo fecal, estos fueron asignados a una categoria de edad: hasta a 290 mm?
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fueron considerados crias, 291 a 605 mm?2 como juveniles y 606 mm?3 o mas como adultos
(Harding, 1949, Ezcurra y Gallina, 1981, Kobelkowsky-Sosa et al. 2001).

2.2.3 Extraccién de ADN fecal

Se aisl6 ADN de dos a cuatro pellets fecales (dependiendo del tamafio del pellet)
mantenidos en etanol al 96%. Se dejaron secar los pellets por 45 min a temperatura
ambiente en cajas Petri esterilizadas. Ya secas, se colocaron 0.5 g de muestra en
microtubos de 1.5 mly se agreg6 1 ml de buffer de extraccion (2% CTAB, 100 mM TRIS,
pH 8, 20 Mm EDTA, pH 8, 1.4 M NaCl y 1% de PVP) y 5 uL de 2-mercaptoetanol, por
tubo. Los tubos se agitaron mediante vortex por 10 s a 3,400 rpm y se colocaron en
digestion por hora a 65°C. Después de esa hora, se agregd 50 pL de Proteinasa K a los
tubos y se dejaron una hora méas a 65°C. Se centrifugaron los tubos por 15 min a 13,200
rom para separar la fase sélida y se transfirio el sobrenadante a nuevos microtubos
estériles y se centrifugaron por 15 min a 13200 rpm. El sobrenadante se transfirié a
nuevos microtubos estériles y se agregd 400 uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).
Después, los tubos se agitaron mediante vértex por 10 seg a 3400 rpm y se centrifugaron
por 6 min a 13200. Se separd la fase superior y se transfiri6 a nuevos microtubos y se
agrego 300 pL de acetato de amonio (3M, pH 5.2) y 600 uL de alcohol isopropilico. Se
dejaron los tubos a -20°C durante toda la noche. Después se centrifugaron los tubos por
15 min a 13200 rpm. Se deseché el sobrenadante y se dejo la pastilla de ADN en la parte
inferior del tubo. Se lavo la pastilla con 500 yL de etanol al 80% y centrifugacion por 6
min a 13200 rpm, este paso se realizd en dos ocasiones. Finalmente se dejaron secar
los tubos a temperatura ambiente. EI ADN fue rehidratado con 55 pyL de agua grado
biologia molecular. Se calculé la pureza y cantidad del ADN mediante espectrofotometro
Nanodrop® 2000. La integridad del ADN se observo en geles de agarosa al 1% tefiidos

con bromuro de etidio.
2.2.4 Ildentificacion de sexo en los grupos fecales

Para determinar el sexo de los animales que depositaron los grupos fecales colectados,
se amplifico el fragmento del gen SRY con el par de oligonucledtidos SRY forward: CAT
CTT GTC TGT GTG TCG TG y SRY reverse: CGG GTA GTG TCG TTT GTC TA

(Lounsberry et al. 2015) mediante PCR. Se utilizaron tres muestras de tejido proveniente
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de tres machos adultos cazados en Salvador Allende durante la época de caza presente
durante el periodo de muestreo como controles positivos. Las concentraciones finales por
reaccion de PCR fueron 100-150 ng/uL DNA, 2.5 mM MgClz, 0.5 mM dNTP's, 0.6 pM
primers y 0.750 unidades de Tag ADN polimerasa. El perfil térmico que se utiliz6 fue 15
min a 95°C de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 1.30 mina 58 °C y
1 mina72°C,y finalmente, 10 min a 72 °C de elongacion final. En cada reaccion de PCR
llevada a cabo, se incluyé una muestra de ADN de tejido como control positivo y agua
como control negativo. Se observaron los productos de PCR en geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio. En cada gel se agregé el marcador de peso molecular, los
controles positivo y negativo. Las muestras que no mostraron amplificacion fueron
repetidas en todo el proceso. Entonces, las muestras que no mostraron amplificacién en
los geles fueron tomadas como hembras y las muestras que mostraron amplificacion
(banda de ~200 pb) fueron asignadas como machos. Las muestras que mostraron
bandas difusas no se tomaron en cuenta para el estudio. Algunas identificaciones de sexo
mediante método molecular fueron corroboradas con los registros de los animales que

pudieron ser observados en campo.
2.2.5 Andlisis espacial de segregacion

Se estimoé el grado de segregacion espacial por estacién del afio mediante la férmula
propuesta por Conradt (1998):

N-1 oxy
CSSE = 1——— -
\/( XY = —1

Donde:

CSSE: Coeficiente de Segregacion Sexual Espacial (0=no hay segregacion,
1=segregacion completa)

X= Numero total de machos observados

Y= Numero total de hembras observadas

N= Numero total de animales observados (X+Y)

xi= Numero de machos en ith tipo de habitat/cuadrante espacial

yi= Namero de hembras en ith tipo de habitat/cuadrante espacial
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ni= NUmero de animales en ith tipo de habitat/cuadrante espacial (Xi+Y:)

k= Numero de tipos de habitats/cuadrantes espaciales

Por otro lado, los datos espacio-temporales tomados de los grupos fecales asi como su
identificacion de edad y sexo fueron ubicados en mapas realizados con QGIS 2.18 (QGIS,
2018).

2.2.6 Variables ambientales

Para obtener informacion acerca de la cobertura vegetal de los estratos arbustivo-
herbaceo se llevaron a cabo lineas Canfield para cada estacién del afio. Las lineas
tuvieron longitud de 20 m en cursos aleatorios de 2 m. Informacion de temperatura diaria,
precipitacion diaria, fotoperiodo (horas luz al dia) fueron proporcionados por la Comisién
Nacional del Agua (CONAGUA) e Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA).

2.2.7 Andlisis estadistico

Para conocer la existencia de relacion entre el grado de segregacién sexual espacial y
las variables ambientales se realizd un analisis de correlacion no paramétrico mediante

el programa estadistico SAS version 9.0. (SAS Institute, Cary, N.C.).

2.3 RESULTADOS

Se colectaron 351 grupos fecales frescos para ambas UMA en todas las épocas del afio.
En Salvador Allende se colecté un menor numero de grupos fecales (105) comparado
con la UMA Molinillos (246). En ambas UMA se encontré el menor niumero de grupos
fecales en verano, mientras que el mayor nimero se encontro en invierno en Salvador
Allende y en otofio en Molinillos. La época con el segundo mayor niumero de heces fue
primavera en ambas UMA (Tabla 2.1). En general se encontraron mas heces

pertenecientes a hembras en ambas UMA para todas las edades y épocas a excepcion

28



Dania Melissa Vega Hernandez CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

del verano en Molinillos y en otofio para crias en Salvador Allende y otofio adultos en
Molinillos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Grupos fecales colectados por época del afio en dos UMA de Durango,
México, categorizados por edad mediante volumen de los pellets fecales y sexo

mediante amplificacion del marcador del gen SRY de ADN fecal (H= hembras, M=

macho).
Salvador Allende Molinillos
Crias Juveniles Adultos Crias Juveniles Adultos

Estacion H M H M H M Total H M H M H M Total

Primavera 3 1 18 6 3 2 33 3 1 18 7 13 10 52

Verano 0O 0 2 4 2 1 9 1 3 4 6 0 4 18
Otofio 0O 1 11 6 3 2 23 1 1 19 15 43 46 125

Invierno 0O 0 17 9 11 3 40 0O O 8 4 25 14 51
Total 4 2 47 25 19 8 105 5 5 49 32 81 74 246

La proporcion macho: hembra fue mayor en Salvador Allende, es decir que hubo un
mayor nimero de hembras por macho. En invierno existié un mayor numero de hembras
por macho en ambas UMA, mientras que en el verano se observé el efecto contrario
(Tabla 2.2). Respecto a la edad, en Salvador Allende, se observé mayor presencia de
juveniles que de adultos y en Molinillos predominaron los grupos fecales de adultos. La
mayor proporcion de grupos fecales de juveniles se observo en primavera en Salvador

Allende y en verano en Molinillos (Tabla 2.3).
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Tabla 2.2. Relacién macho: hembra por edad y estacion del afio obtenida a partir del
volumen de los pellets fecales e identificacion de sexo por amplificacion del marcador
del gen SRY del ADN fecal en dos UMA de Durango México.

Estacion Salvador Allende Molinillos

Crias Juveniles Adultos Crias Juveniles Adultos
Primavera 1: 3 1: 3.00 1:1.15 1: 3.00 1: 2.57 1:1.13

Verano - 1: 0.50 1:2.00 1:1.30 1: 0.66 1: 0.00
Otorio 1: 0 1:1.83 1:1.15 1:1.00 1:1.26 1: 0.93
Invierno - 1: 1.88 1: 3.66 - 1: 2.00 1:1.78

Tabla 2.3. Relacién adulto:juvenil:cria por estacion del afio obtenida a partir del

volumen medio de los pellets fecales en dos UMA de Durango, México.

Estacion Salvador Allende Molinillos

Primavera 1:4.80: 0.80 1:1.08: 0.17
Verano 1: 2.00: 0.00 1: 2.50: 1.00
Otono 1: 3.40: 0.20 1: 0.38: 0.02

Invierno 1:1.85: 0.00 1: 0.30: 0.00

En Salvador Allende, en primavera, los grupos fecales se encontraron cercanos. En
verano, se observé el menor niumero de grupos fecales, la mayoria de machos. Se
observé que en otofio aumentd el numero de grupos fecales de ambos sexos y edades
(sin contar crias) y continud hasta el invierno, donde hubo el mayor nimero de grupos

fecales de juveniles y adultos (Figura 2.1).

En Molinillos, en el verano se presentd el menor nimero de grupos fecales, siendo
ademas, de machos principalmente. En otofio es cuando se observé la mayor cantidad
de grupos fecales, de juveniles y adultos, formando dos grupos (Figura 2.2). Estos grupos

se mantuvieron hasta el invierno aunque con menores valores.
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Respecto al grado de segregacion espacial, ambas UMA presentaron el nivel mas alto
en el verano. El nivel mas bajo de segregacion espacial se presentd en invierno en
Salvador Allende y en otofio para Molinillos. Sin embargo, la segregacion espacial en
general fue menor en Molinillos para todas las estaciones (Tabla 2.4). No se encontro
alguna correlacion significativa entre el grado de segregacion espacial y las variables

ambientales para ambas UMA (Tabla 2.4).
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Figura 2.1. Segregacion por edad y sexo de venado cola blanca en UMA Salvador

Allende a partir de grupos fecales en primavera (1.a), verano (1.b), otofio (1.c) e
invierno (1.d).
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Figura 2.2. Segregacion por edad y sexo de venado cola blanca en UMA Molinillos a

partir de grupos fecales en primavera (2.a), verano (2.b), otofio (2.c) e invierno (2.d).
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Tabla 2.4. Valores del coeficiente de segregacion sexual espacial y medias de
precipitacion, temperatura, fotoperiodo (horas luz al dia) y porcentaje de cobertura
vegetal en dos UMA de Durango, México, y coeficiente de correlacion no paramétrico

entre el grado de segregacion sexual espacial con las variables ambientales.

UMA/Estacion Grado de Precipitacion Temperatura Fotoperiodo Cobertura

segregacion

Salvador Allende

Primavera 0.386 2.6 9.2 13.31 36.5
Verano 0.910 13.8 11.2 12.95 75.2
Otofio 0.454 0.0 4.0 11.15 66.5
Invierno 0.339 0.0 2.7 11.09 57.4
Correlacion - 0.1054 0.4000 0.2000 0.6000
p - 0.8946 0.6000 0.8000 0.4000
Molinillos
Primavera 0.282 1.1 2.9 12.92 57.8
Verano 0.943 8.9 11.3 12.99 85.8
Otofio 0.130 0.3 4.8 11.28 54.4
Invierno 0.250 0.0 0.3 11.15 51.9
Correlacion - 0.8000 0.4000 0.8000 0.8000
p - 0.2000 0.6000 0.2000 0.2000

2. 4 DISCUSION

En Molinillos se encontr6 mayor nimero de grupos fecales frescos que en Salvador
Allende, esto pudo deberse a que en Molinillos el area de movimiento tiene un limite
por el cercado y los animales tienen un ambito hogarefio restringido, por lo que los
grupos fecales son mas probables de ser encontrados y ocasiona que el grado de
segregacion se disminuya. Cabe mencionar que en la UMA Salvador Allende es
permitida la caceria, esto podria provocar la baja presencia de grupos fecales
pertenecientes a machos adultos. Tomando en cuenta que la caceria provoco una

menor cantidad de machos en esta UMA, la relacién en el nimero de hembras por
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macho se incrementé (Tabla 2.3). Segun Karns et al. (2011), la presion de la caceria
y los vehiculos también pueden hacer que se muevan los animales con mayor
frecuencia, aunque este efecto no es observado en Molinillos. Por su parte Kie y
Bowyer (1999) documentaron en su estudio con venado cola blanca, que la
depredacion puede afectar la segregacion de los individuos dependiendo del sexo. Sin
embargo, esos factores no fueron estrictamente medidos en este estudio ya que no

hay depredacion en ambas UMA.

La separacion espacial de sexos fuera de la época de apareamiento esta presente en
casi todos los rumiantes poligamos (Pérez-Solano et al. 2016). El grado de variacion
espacio-temporal durante la segregacion de esas especies es muy variable. Se cree
gue indirectamente 0 de manera variable, la competencia entre los sexos es la
causante de la segregacion. Esta hipotesis incluye la idea del tamafio corporal,
proponiendo que las hembras competitivamente excluyen a los machos de algunos
sitios con mejor calidad de alimentos y proteccion (Barboza y Bowyer, 2000). Se ha
propuesto que en ciervo rojo, los machos son menos tolerantes que las hembras a
sitios con poca biomasa (Kie y Bowyer, 1999). Otra causa de segregacion puede ser
la estructura del paisaje, o el ambiente y la variacion ambiental puede afectar la
dispersiéon (Long et al. 2005). Brinkman et al. (2005) explican que en respuesta a las
severas condiciones del clima, los venados podrian minimizar el movimiento para
conservar energia. Asi también, Conradt (1999) y Rosenberry et al. (2000) comentan
que la cantidad de cobertura vegetal puede provocar la segregacién en cérvidos. Long
et al. (2005) sefialan que existi6 una correlacion entre la distancia de movimiento y
dispersién de venado cola blanca y la cobertura forestal. Por su parte, para venado
bura (Odocoileus hemionus) en el Desierto Chihuahuense, Pérez-Solano et al. (2016)
mencionan que el tipo de la vegetacion de un sitio afecta la densidad de venado en un
area, y De la Cruz (2017) encontré mayor presencia de grupos fecales en transectos
con mayor presencia de vegetacion, y asociacion con ciertas caracteristicas de la

vegetacion y el sexo obtenido de los grupos fecales.

Sin embargo, Peterson et al. (2017) no encontraron relaciéon entre la segregaciéon y

cobertura vegetal. Brinkman et al. (2005) y Lutz et al. (2016) no encontraron
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diferencias entre distancias recorridas o eleccién de un ambito hogarefio para venado
cola blanca entre un sitio con alta cobertura forestal y un ecosistema completamente
agricola. Long et al. (2005) mencionan que el venado cola blanca es una especie
generalista por lo que se mueven con similitud en sitios con poca o alta cobertura
forestal. Esto podria explicar que no exista correlacion entre el grado de segregacion
espacial y las condiciones ambientales.

A partir de esto, se asume que la segregaciéon y movimientos realizados por los
animales fue causa de estrategia reproductiva. Esta hipétesis asume en ungulados
que antes de la época reproductiva los machos hacen uso del habitat y sus recursos
de manera gque incremente su masa corporal y acceda a mas hembras en la época
reproductiva, y a su vez, las hembras prefiadas aseguren la sobrevivencia de sus crias,
buscando sitios con menor riesgo a la depredacion, por lo que haran uso de los
recursos de diferente manera para cumplir ese objetivo (Sanchez-Rojas et al. 2002).

Los eventos de dispersion del venado cola blanca usualmente inician durante dos
periodos: en época reproductiva (otofio e invierno) y en época de nacimientos de los
cervatos (entre primavera y verano) (Lutz et al. 2015). Entonces, la baja presencia de
grupos fecales, principalmente de hembras, en ambas UMA, y el alto grado de
segregacion espacial en el verano, coincide con la época de pariciones. Durante la
época de partos, las hembras prefiadas buscan aislamiento y muestran
comportamiento violento hacia otros venados, incluyendo familiares (Lutz et al. 2016).
Las hembras de venado cola blanca muestran patrones de comportamiento complejos
durante la prefiez y la crianza de los cervatos, probablemente el tipo de areas utilizadas
por las hembras se modifica, asi como el forrajeo y las estrategias para evitar a los
depredadores buscando areas con cierta cobertura vegetal (Soto-Werschitz et al.
2018). Asi también, Long et al. (2005) y Kolodzinski et al. (2010) observaron que en

verano, las hembras se dispersaron dada la época de pariciones.

El aumento de grupos fecales encontrados y el bajo nivel de segregacion espacial en
otoio para Molinillos e invierno para Salvador Allende, puede ser indicativo de la
época reproductiva. Conforme el estro se acerca, las hembras se concentran en el

movimiento y marcas de olor dentro de las areas de mayor actividad, lo cual puede
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incrementar la oportunidad de los machos de detectar a las hembras enfocandose a
las actividades dentro de un area pequefia (Karns et al. 2011, Peterson et al. 2017).
Con base en estos resultados, la época reproductiva se podria estar presentando a
finales de otofio en Molinillos, mientras que en Salvador Allende se extiende al
invierno. Esto puede ser explicado por la edad de los individuos, ya que en Salvador
Allende hay menos proporcion de adultos. Se ha observado que hembras de un afio y
medio de edad y hasta hembras de 6 meses pueden entrar en celo mucho después
que las hembras adultas (Karns et al. 2011). Probablemente los individuos se retnen
para la reproduccion de manera tardia, consecuencia de un estro retrasado. Hembras
jovenes exhiben celos tardios y pueden provocar que se extienda la época
reproductiva y pueden explicar parcialmente porque los machos buscan las hembras

en invierno para aumentar las oportunidades de reproducirse (Lutz et al. 2016).

Se observo en este estudio una mayor proporcion de juveniles poco antes de entrar a
la época de apareamiento. La mayor proporcidon de juveniles se observo en otofio en
Salvador Allende y en verano en Molinillos (Tabla 4). Esto concuerda con Janermo et
al. (2017) al observar que el inicio de la época reproductiva, la proporcion de machos
adultos fue baja, pero incrementé continuamente y alcanzé un nivel alto teniendo un
pico sobre la época reproductiva, después decreci6. Dado que los machos y las
hembras se segregan fuera de la época reproductiva y los machos migran
estacionalmente, los machos naturalmente llegan a las areas de reproduccion después

y a veces varia (Karns et al. 2011).
2.5 CONCLUSIONES

En general, los movimientos de segregacion sexual y de edad ocurren en la época de
pariciones y época reproductiva, regidos por una estrategia reproductiva. Por lo
anterior es importante estudiar y registrar estos movimientos ya que son indicativo del

inicio y término de cada una de estas épocas.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que existen muchos factores que pueden

provocar la segregacion y desplazamiento de los individuos. El seguimiento y registro
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de esos movimientos proveen informacion acerca de sus causas para realizar

actividades de manejo en las poblaciones.

Hay que considerar esas variaciones en los patrones de segregacion de cada sexo y
edad en cada época del afio ya que puede afectar los resultados de estimaciones de
poblacion mediante técnica de conteo de grupos fecales. Se recomienda realizar las
estimaciones de poblacion tanto en verano como en invierno, ademas, se requiere mas
informacion sobre factores que provoquen la segregacion de los individuos para el

manejo adecuado de las poblaciones.
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CAPITULO Ill. NIVELES HORMONALES ESTEROIDES (CORTISOL,
TESTOSTERONA Y ESTRADIOL) EN POBLACIONES DE VIDA LIBRE Y
ENCIERRO.
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3.1 INTRODUCCION

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es una especie de gran importancia
ecologica y socioecondmica en México (Clemente et al. 2015). Por esta razén, aspectos
como la productividad y la reproduccion deben ser atendidos para un mejor manejo de la
especie (Shipka et al. 2007), ya sea para la conservacion o para la explotacion (Pelletier
et al. 2003), y el monitoreo de los niveles hormonales ayuda a conocer el estado social y
fisico actual de las poblaciones (McCoy y Ditchkoff, 2012). Las hormonas regulan la
fisiologia y el comportamiento de los individuos, asi como el crecimiento, la condicion
corporal, el comportamiento social, la sobrevivencia y sobre todo, la reproduccion.
(Morden et al. 2011). En especies de cérvidos presentes en areas templadas y frias,
factores ambientales, como el fotoperiodo puede influir en la produccion hormonal, ya
que el fotoperiodo es el responsable de la adaptacion de los cérvidos a altas latitudes y
la época reproductiva se manifiesta cuando el fotoperiodo disminuye y las hormonas
reproductivas se incrementan (Garcia et al. 2005). Se ha observado también que los
cambios estacionales en la disponibilidad de vegetacion y su calidad pueden afectar el
nivel de produccién de glucocorticoides en venado cola blanca (Millspaugh y Washburn,
2004). El venado cola blanca es una especie muy sensible y es facilmente estresado por
disturbios causados por las actividades humanas, incluso aquellas asociadas a la
actividad cinegética, la recreacion o el ecoturismo, provocando alteraciones en su
producciéon hormonal (Brown et al. 2012). El propio estado reproductivo (Huber et al.
2003a) y las interacciones sociales entre los individuos (Dye et al. 2012) también puede
tener una influencia sobre la produccién hormonal. Existe una gran variedad de factores
gue pueden cambiar los niveles hormonales, y entonces, afectar el metabolismo. Dicha
situacién tiene implicaciones econdmicas y de conservacion, por lo que existe el interés
de conocer que factores tienen influencia sobre la produccion hormonal y mitigar aquellos
causantes de estrés o que tengan efectos deletéreos sobre las poblaciones (Millspaugh
y Washburn, 2004).

El cortisol es una hormona glucocorticoide esteroide, la cual es conocida como la
hormona del estrés. La secrecion de los glucocorticoides ocurre durante una respuesta

al estrés, la cual habilita al animal a enfrentarse al estrés movilizando la energia requerida
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para la respuesta y minimizando el gasto de energia en tejidos que no son necesarios
para la sobrevivencia inmediata (Huber et al. 2003). Aunque no se conocen bien los
efectos del estrés sobre la fauna silvestre, existen investigaciones que sugieren un
posible efecto fisioloégico deletéreo a largo plazo (Brown et al. 2012). Respecto a la
relacion de los glucocorticoides con la testosterona, se cree que los glucocorticoides
tienen un efecto de supresion en la producciéon de andrégenos como un resultado de
interacciones negativas entre el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y el eje hipotalamo-
hipofisis-gonadas (McCoy y Ditchkoff, 2012). La testosterona es una hormona esteroide
secretada principalmente por las génadas. En machos de mamiferos poligamos, la
testosterona estimula el crecimiento muscular y éseo, origina las caracteristicas sexuales
secundarias, incrementa la tasa metabdlica y promueve el comportamiento agresivo
(Pelletier et al. 2003). La testosterona se ha utilizado como indicador de agresion,
dominancia y estado reproductivo en cérvidos machos (Taillon y Cété, 2008), ademas, la
produccién de testosterona se ha asociado con el desarrollo y crecimiento de las astas
en ungulados. El estradiol es una hormona esteroide producida principalmente por las
gonadas y su produccion se incrementa en la época reproductiva. En hembras, promueve
la ovulacion y el comportamiento sexual durante el estro (Bubenik et al. 1997). La
testosterona y el estradiol no solo regulan los patrones reproductivos en hembras y
machos en la época reproductiva, sino también regulan aspectos de comportamiento
sexual y fisiolégicos durante la vida de los individuos, por ello, es importante determinar
los perfiles de hormonas esteroides cuando se desarrollan programas de conservacion y
manejo de especies de vida libre (Soto et al. 2004). Anteriormente, los niveles hormonales
se han medido mediante muestras sanguineas, lo cual requiere de la contencién y
captura de los animales, sin embargo; esas actividades son detonantes de estrés para
las poblaciones de fauna silvestre (Kapke et al. 1999). El estrés causado por la captura
puede afectar el muestreo sanguineo al modificarse las concentraciones de las
hormonas, en consecuencia, las mediciones hormonales pueden volverse sesgadas y
entonces, los datos serian mal interpretados (McCoy y Dtichkoff, 2012). En la actualidad,
se buscan técnicas de muestreos no invasivas, que mantengan la integridad fisica y
metabdlica de los animales, ejemplo de ello es el uso de heces fecales y orina (Taillon y

Coté, 2008). Dado que las heces fecales pueden ser colectadas sin perturbar y estresar
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a los individuos, se ha vuelto una técnica de muestreo muy comuin en estudios de
comportamiento y ecologia en los afos recientes (Huber et al. 2003). Preferiblemente,
las heces fecales para estudios hormonales deberian de provenir de animales de los
cuales su edad y sexo sean conocidos, sin embargo, las condiciones en campo y del
muestreo de poblaciones en vida libre no siempre permiten contar con esa informacion
(Millspaugh y Washburn, 2004). No obstante, es posible identificar el sexo de los animales
mediante analisis de ADN (Huber et al. 2002; Tolleson et al. 2005) y la amplificacién con
técnica PCR de fragmentos de ADN asociados con un cromosoma sexual como lo es el
gen SRY (Han et al. 2009). En general, los andlisis de los esteroides fecales, tal como el
cortisol, testosterona, estradiol o sus metabolitos, no es una técnica costosa que es
confiable para monitorear, de manera remota, el comportamiento y reproduccién en

ungulados silvestres (Kapke et al. 1999).

Las poblaciones de venado cola blanca presentes en la Sierra Madre Occidental del
estado de Durango, han sido poco estudiadas y en general, el manejo que se realiza para
esta especie es poco. Algunos productores han colocado cercado con la intencion de
iniciar con una produccién o actividad cinegética en sus propiedades. Se cree que una
poblacién en encierro, y su contacto frecuente con personas y sus actividades, presenta
mayores niveles de cortisol en heces. Por su parte, la cobertura vegetal, traducida en
disponibilidad de alimento para venado, es la principal variable ambiental promotora de
estrés en las poblaciones de venado cola blanca tanto en vida libre como en cautiverio.
Por lo anterior, los objetivos planteados en este estudio fueron: 1) identificar el sexo de
los individuos que produjeron las heces fecales mediante amplificacion de ADN fecal, 2)
determinar los niveles de cortisol, testosterona y el estradiol en heces de venado cola
blanca en dos poblaciones, tanto en vida libre y en encierro, 3) hacer un analisis
correlacional entre hormonas y variables ambientales de cada sitio para conocer si algun
factor ambiental esta provocando estrés y, 4) comparar los niveles hormonales entre

poblaciones y sexos.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Area de estudio

Se colectaron grupos fecales de venado cola blanca en dos Unidades de Manejo para la
Conservacion de Vida Silvestre (UMA) localizadas en el municipio de Durango, Durango,
México. La poblacién en vida libre se presentd en la UMA Salvador Allende. La densidad
poblacional estimada en el invierno fue de 2.52 venados/km? (Vega et al. 2016). Esta
UMA se encuentra ubicada entre las coordenadas 24° 71'- 24° 05' N y 104° 51'-104° 56'
O, con un rango de elevacién de 2,200-2,680 m y un clima templado semi frio y templado
semi humedo. Esta UMA cuenta con un area de 3200 ha con libre movimiento de venado
cola blanca. Los principales tipos de vegetacién en ésta UMA fueron bosque de pino-
encino, bosque de pino y bosque de encino (Gonzélez et al. 2007). La poblacién en
encierro estuvo presente en la UMA Molinillos. La densidad poblacional estimada en el
invierno fue de 4.58 venados/km? (Vega et al. 2016). Esta UMA esta localizada en las
coordenadas 23° 36'- 23° 39' N y 104° 59'- 105°06' O, con una elevacién de 2,000-2680
msnm. Esta UMA comprende un area de 300 ha cercadas por malla venadera. El clima
en este sitio es templado subhimedo y templado semifrio. Los principales tipos de
vegetacion son bosque de pino, bosque de encino-pino, bosque de encino y pastizal

(Rosales y Villanueva, 2014).

3.2.2. Colectay clasificacién de los grupos fecales

Los grupos fecales fueron colectados cada dos semanas por 13 meses en cada UMA. El
periodo de muestreo cubrid las cuatro estaciones: primavera (21 marzo-21 junio), verano
(22-junio-22 septiembre), otofio (23 septiembre-21 diciembre) e invierno (22 diciemnre-
20 marzo). El periodo de muestreo en la UMA Salvador Allende abarc6 del 1 marzo 2015
al 31 marzo 2016, y para la UMA Molinillos fue del 1 octubre 2015 al 31 octubre 2016. En
muestreos previos al periodo de colecta, se establecieron los sitios con mayor actividad
de venado cola blanca para cada UMA. Se recorrieron dos transectos de 1,000 m de

largo durante cada visita de muestreo. Se colectaron grupos fecales frescos, reconocidos
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por la humedad de la mucosidad externa y la suavidad de los pellets. Se colocaron de
20-30 de los pellets superiores de cada grupo en tubos Falcon ® de 50 ml con etanol al
96%. La otra parte de los pellets se guardaron bolsas plasticas y se mantuvieron a -20°C.
Los grupos fecales se identificaron por UMA, fecha y geolocalizacién. Se midieron el largo
y ancho méximos de los pellets fecales de cada grupo antes de colocarlos en
congelacion. A partir de alli, se calcul6 el volumen de los pellets y se obtuvo una media
de volumen por grupo fecal para asignarse a una categoria de edad: hasta 290 mm? se
consideraron crias; 291 a 605 mm? juveniles y de 606 mm?3 en adelante se tomaron como
adultos (Harding, 1949; Ezcurra y Gallina, 1981).

3.2.3. Extraccion de ADN fecal

Se aisl6 ADN mediante el método denominado CTAB-acetato a partir de dos a cuatro
pellets (dependiendo del tamafio) mantenidos en etanol al 96%. Primero, se dejo
evaporar el alcohol por 45 min a temperatura ambiente en cajas Petri. Ya secos, se
picaron con navajas estériles y se colocaron 0.5 g de muestra en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml. Se agregd 1 ml de buffer de extraccion (2 % CTAB, 100 mM TRIS, pH 8, 20
mM EDTA, pH 8, 1.4 M NaCly 1 % PVP) y 5 uL de 2-mercaptoetanol a cada tubo. Se
agitaron los tubos en vortex (Labnet ®) a 3400 rpm por 10 seg y se colocaron una hora
en digestién a 65°C. Pasada una hora de digestion, se agregaron 50 L de Proteinasa K,
y se colocaron en digestiébn una hora mas a 65°C. Para separar la parte solida de la
muestra, los tubos se colocaron en la centrifuga (Eppendorf ® 5415) por 15 min a 13,200
rom. Este paso se repitid, para eliminar partes solidas que hayan permanecido. El
sobrenadante se colocé en tubos nuevos estériles y se agregaron 400 pL de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), se agitaron mediante vortex a 3,400 rpm por 10 seg y se
colocaron en la centrifuga por 6 minutos a 13,200 rpm. El sobrenadante se coloc6 en
tubos nuevos y se agregaron 300 pL de acetato de amonio (3M, pH 5.2) y 600 pL de
isopropanol. Los tubos se mantuvieron a -20°C por toda la noche, antes del siguiente
paso se temperaron por 5 min. Se centrifugaron los tubos por 15 min a 13,200 rpm. En
este caso, el sobrenadante se desecho, dejando un pellet de ADN en el fondo del tubo.

El pellet de ADN se lavé afiadiendo 500 pL de etanol al 80%, se agitdé en vortex por 10
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seg a 3,400 rpm y se centrifugd durante 6 min a 13,200 rpm. el paso de lavado se realiz
dos veces. Al final, el etanol al 80% se deseché y se secaron los tubos. EI ADN fue
hidratado con 55 pL de agua grado biologia molecular (Cellgro Corning® 46000). Se
obtuvo la pureza y cantidad de ADN en ng/uL mediante un espectrofotometro Nanodrop
® 2000 (Thermo Scientific®). La calidad del ADN fue observada mediante geles de

agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

3.2.4. Identificacion de sexo a partir del ADN fecal

Para identificar el sexo de los individuos que produjeron los grupos fecales, se amplificd
un fragmento del gen SRY mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con
el par de iniciadores: SRY forward CAT CTT GTC TGT GTG TCG TG y SRY reverse:
CGG GTAGTG TCG TTT GTC TA (Lounsberry et al. 2015). Se utilizaron tres muestras
de tejidos provenientes de venados machos adultos cazados en la UMA Salvador Allende
como controles positivos. Las concentraciones finales para la reaccion de PCR fueron
100-150 ng/uL de ADN, 2.5 mM MgClz, 0.5 mM dNTP's, 0.6 pM de iniciadores de PCR y
0.750 unidades de Taqg DNA polimerasa. Las condiciones de PCR fueron 15 min a 95°C
de desnaturalizacién inicial, 35 ciclos de 30 sega 94 °C, 1.30 min a 58 °C, 1 mina 72 °C,
finalmente, 10 min a 72 °C de elongacion final. Cada reaccion de PCR incluy6 un control
positivo y un control negativo (agua). Los productos de PCR fueron observados en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. En cada gel se agregé marcador de
peso molecular y controles positivo y negativo. Para asegurar los resultados, las
extracciones de ADN, reacciones de PCR, y la observacién de los productos en gel se
llevaron a cabo por duplicado. Las muestras que no mostraron amplificacién se tomaron
como hembras, mientras que las muestras que mostraron una banda (~200 pb) se
tomaron como machos. Las muestras que mostraron bandas difusas no se tomaron en
cuenta para el estudio. Algunas identificaciones de sexo mediante métodos moleculares
fueron corroboradas registros visuales que se pudieron obtener de los animales durante

los muestreos.
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3.2.5. Anélisis hormonales

Se tomaron 0.5 g de las heces mantenidas en congelacion para realizar la extraccion de
esteroides totales. Para la extraccion se utilizé el método de Pavitt, Walling, Mostl,
Pemberton y Kruuk (2015) con modificaciones. Se descongelaron las muestras y se
colocaron en tubos de microcentrifuga de 2 ml y se agregaron 720 pL de metanol y 80
uL de agua destilada. Los tubos fueron agitados en vortex por 10 min a 3,400 rpm y se
mantuvieron en un agitador de placas durante toda una noche en movimiento constante.
Se centrifugaron los tubos por 15 min a 2000 rpm y el sobrenadante se transfirié a tubos
estériles nuevos. Estos extractos de esteroides totales se diluyeron 1:20. Se utilizaron 20
uL de los extractos diluidos para la cuantificacion de las hormonas. Para la cuantificacion
de las hormonas se usaron los kits comerciales Cortisol ELISA Kit, Estradiol Elisa Kit y
Testosterone Elisa Kit de la marca Cayman® y se siguieron las instrucciones del
fabricante. Para el cortisol, la sensibilidad fue 0.07 ng/g y los coeficiente de variacion intra
e inter ensayos fueron <15 y <25% respectivamente. La especificidad del andlisis para
cortisol fue cortisol 100%, prednisolona 4.0%, cortexolona 1.6%, 11-deoxycorticosterona
0.23%, dexametasona 15%, 17-hidroxiprogesterona 0.23%, glucunérido de cortisol
0.15%, corticosterona 0.14%, cortisona 0.13%. Para estradiol, la sensibilidad fue 0.03
ng/g y los coeficientes de variacién intra e inter ensayos fueron <18 y <30%
respectivamente. La especificidad para el analisis de estradiol fue estradiol 100%,
estradiol-3-sulfato 14.5%, glucunérido de estradiol-3 14%, estrona 12%, glucunérido de
estradiol-17 10%, estriol 0.30%, 5a- dihidrotestosterona 0.06%, etinilestradiol 0.05%, 5-
androstona-173-0l-3 0.02%, aldosterona <0.01%. Para la testosterona, se tuvo una
sensibilidad de 0.012 ng/g y los coeficientes de variacion entre ensayos fueron <20% y
<15%, respectivamente. La especificidad de esta horma en el andlisis fue 19-
nortestosterona 140%, testosterona 100%, 5a-dihidrotestosterona 27.4%, 5b-
dihidrotestosterona 18.9%, metil testosterona 4.7%, androstenediona 3.7%, 11-
ketotestosterona 2.2%, 5-androstenediol 0.51%, epi-testosterona 0.2%, progesterona
0.14%. Las muestras se analizaron en un lector de ELISA marca EliRead de KontroLab®
y se determind la concentracion de cada muestra utilizando la ecuacion obtenida al

graficar los estandares en cada una de las hormonas.
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3.2.6. Muestreo de vegetacion y variables ambientales

Se llevaron a cabo lineas Canfield y puntos en cuadrantes para estimar la cobertura
vegetal en cada estacion. Las lineas Canfield de 20 m de longitud se realizaron en
porciones de 2m para darle mas representatividad al muestreo (Mostacedo y
Fredericksen 2000). Ademas, se muestrearon 10 sitios al azar en puntos en cuadrante
para las especies arbustivas (Mostacedo y Fredericksen, 2000). Los datos acerca de
temperatura, precipitacion y fotoperiodo fueron obtenidos de instituciones
gubernamentales, Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) e Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA).

3.2.7. Andlisis estadistico

Con el objetivo de conocer las diferencias en los niveles de las hormonas esteroides entre
sexos y entre UMA en cada estacion del afo, se llevd a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) factorial donde los factores fueron, UMA, estacion y sexo (procedimiento GLM,
SAS Institute 9.2, Cary, NC, USA). Ademas, se obtuvo el coeficiente de correlacion de
Pearson para relacionar la cantidad de hormonas (cortisol, testosterona o estradiol) por
cada UMA con sus variables ambientales (temperatura, precipitacion, fotoperiodo y

cobertura vegetal) (procedimiento Corr, SAS Institute 8.0, Cary, NC, USA).

3.3 RESULTADOS

Se colectaron un total de 385 de grupos fecales en cada UMA abarcando todas las
estaciones. Para el estudio no se tomaron en cuenta los grupos fecales de los cervatos.
Mediante la amplificacion del fragmento del gen SRY, se logré identificar el sexo en 198
grupos fecales que provenian de venados hembra y 156 grupos fecales pertenecientes a
machos y se estimo la relacion macho: hembra, para Salvador Allende fue 1:2.33 y para
Molinillos 1:2.0

En general, los niveles de cortisol, testosterona y estradiol en heces se incrementaron
conforme las estaciones avanzaron al invierno y el fotoperiodo se disminuyé en ambas
UMA (Fig 3.1).
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Figura 3.1. Niveles medios por estacion de cortisol, testosterona y estradiol en heces de

venado cola blanca de dos poblaciones (UMA) en Durango, México. La misma letra sobre

barras con mismo fondo indica no diferencias significativas.

Se encontraron correlaciones significativas negativas entre estradiol con temperatura y

fotoperiodo en la UMA Salvador Allende. Por su parte, para UMA Molinillos, se observé

una correlacién negativa entre el cortisol con temperatura y fotoperiodo, testosterona con

temperatura y fotoperiodo, estradiol con temperatura y fotoperiodo (Tabla 3.2). Las

caracteristicas ambientales estacionales para cada UMA se muestran en la Tabla 3.1. El

aumento en los niveles hormonales en heces coincide con la disminucién del fotoperiodo

y la presencia de la época reproductiva (otofio-invierno).
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Tabla 3.1. Caracteristicas ambientales estacionales presentadas en dos poblaciones
(UMA) en Durango, México. (T=temperatura media por estacion. PP= precipitacion
pluvial media por estacion. Fotoperiodo= nimero de horas al dia promedio por cada

estacion. Cobertura= cobertura vegetal del estrato herbaceo-arbustivo por estacién)

Salvador Allende Molinillos

Estacion T PP Fotoperiodo Cobertura T PP  Fotoperiodo Cobertura

°C) (mm) (h) (%) (°C) (mm) (h) (%)
Primavera 9.2 2.6 13.31 36.5 29 11 12.92 57.8
Verano 11.2 13.8 12.95 75.2 11.3 8.9 12.99 85.8
Otofio 40 0.0 11.15 66.5 48 0.3 11.28 54.4
Invierno 27 0.0 11.09 57.4 03 0.0 11.15 51.9

Respecto a la vegetacion, no se encontré correlacion entre las hormonas esteroides y la
cobertura vegetal en Salvador Allende. Sin embargo, se observé correlacion negativa

entre la cobertura vegetal y cortisol, testosterona y estradiol en Molinillos (Tabla 3.2).

El nivel medio de cortisol en heces fue mayor en Salvador Allende que en Molinillos
(F1,103=31.87, p<0.0001) (Fig. 3.2). Esas diferencias fueron mas evidentes en primavera
y verano (F3,103=8.17, p<0.0001) (Tabla 3.3).
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Figura 3. 2. Niveles medios de cortisol, testosterona y estradiol en heces de venado cola
blanca de dos poblaciones (UMA) en Durango, México, Salvador Allende (poblacion en
vida libre) y Molinillos (poblacion en encierro. La misma letra sobre barras con distinto

fondo indica diferencias no significativas.

Se observé en los machos, que el cortisol disminuyé conforme la testosterona también
disminuy6 tanto en Salvador Allende como en Molinillos (Tabla 3.2). También se observo,

en Molinillos, correlacion significativa entre testosterona y estradiol (Tabla 3.2).

Respecto a los niveles de cortisol entre sexos, se observé que las hembras tuvieron
niveles mas altos que los machos (F1,103=27.85, p<0.0001), especialmente en el verano
y el invierno (Fs3,103=3.46, p=0.0192) (Tabla 3.3). Respecto a los niveles de testosterona
fecales se observd que las hembras mostraron mas altos niveles de testosterona en

heces que los machos en verano (Fs,103=5.79, p=0.0011) (Tabla 3.3).
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Tabla 3. 2. Matriz de coeficientes de correlacion de Pearson entre cortisol, testosterona (T), estradiol (E2), y las
variables ambientales en dos Unidades de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA) en vida libre (Salvador

Allende) y encierro (Molinillos).

Salvador Allende

Cortisol T E2 Temperatura Precipitacion Fotoperiodo Cobertura
Cortisol - 0.37300 0.16748 -0.14172 0.16823 -0.26218 0.33104
p 0.0463 0.3763 0.4550 0.3742 0.1616 0.0740
T - - -0.31834 -0.01084 0.09551 -0.13959  0.34732
p 0.0924 0.9555 0.6221 0.4702 0.0649
E2 - - - -0.60536 -0.35185 -0.34895 -0.23595
p 0.0004 0.0566 0.0588 0.2094
Molinillos

Cortisol T E2 Temperatura Precipitacion Fotoperiodo Cobertura
Cortisol - 0.43491 0.38241 -0.51328 -0.21410 -0.73204 -0.58998
p <0.0001 0.0002 <.0001 0.0372 <.0001 <.0001
T - - 0.20859 -0.34290 -0.08039 -0.33039  -0.32017
p 0.0498 0.0009 0.4488 0.0014 0.0020
E2 - - - -0.44417 -0.12131 -0.51178 -0.40643
p <.0001 0.2441 <.0001 <.0001

p=significancia
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Tabla 3.3. Niveles de cortisol, testosterona y estradiol en heces de venado cola blanca en dos poblaciones (UMA) en
Durango, México. (T= testosterona. E= estradiol. SA= Salvador Allende, poblacion en vida libre. M= Molinillos, poblacion

en encierro).

Estacion UMA Hembras Machos
Cortisol ng/g T na/g E2 ng/g Cortisol ng/g T ng/g E2 ng/g
Primavera SA 9.64+050 3.43+1.00 287.87+12550 8.64+094 3.75+1.00 153.49+115.93
M 8.07+0.67 5.02+1.15 11291+ 83.68 7.76+£0.47 490+1.07 125.39+ 84.61
Verano SA 10.18+0.84 5.06+0.99 181.62+ 67.37 957+0.77 4.18+0.95 203.91+ 80.45
M 836+0.62 494+0.75 103.83+ 42.72 7.63+056 4.29+0.70 79.10+ 39.20
Otofio SA 988+049 499+1.16 148.80+163.33 10.33+1.20 5.04+0.99 321.10+150.25
M 992+055 497+1.44 279.60+23547 9.89+1.18 570+1.26 241.10+ 198.64
Invierno SA 10.09+0.83 3.92+1.15 39237+162.45 9.48+1.15 4.30+0.51 319.60 +144.98
M 10.12+0.66 4.39+164 397.19+177.81 9.52+0.88 554+0.96 344.60+168.29

55



Dania Melissa Vega Hernandez CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

3.4 DISCUSION

Los niveles de cortisol, testosterona y estradiol fecal aumentaron conforme avanzaron las
estaciones al invierno, esto pudo ser por la disminucién del fotoperiodo. El fotoperiodo es
el principal mecanismo ambiental que controla los cambios estacionales mediante la
regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas (Li et al. 2001). En venado cola blanca,
la glandula pineal funciona como un traductor neuroendocrino de la variaciéon circadiana
y circanual del fotoperiodo y produce melatonina en respuesta de la oscuridad, y altos
niveles de melatonina eleva la produccion de hormonas esteroides reproductivas, y se
inicia la época reproductiva (Bubenik, 2006). La estrategia de adaptacion al fotoperiodo,
lo cual lleva a la época reproductiva, asegura que la prefiez y el periodo de lactancia
coincidan con el periodo donde existe la mayor fuente y variedad de alimento (Li et al.,
2001).

Por otro lado, los niveles de cortisol pueden ser influenciados por la dieta y el tipo de
vegetacion. Para animales presentes en latitudes templadas o frias, la disponibilidad de
especies vegetales y su calidad nutricional cambiard estacionalmente (Dostaler et al.
2011). Durante el invierno, los cérvidos que viven en areas templadas tiene que lidiar con
la baja abundancia de plantas y la baja calidad del forraje, llevando a altas demandas de
energia causadas por la termorregulacion y locomocion (Taillon y Cété, 2008). Cuando
la condicién corporal es baja, los herbivoros utilizan las reservas corporales y las
proteinas de los musculos para sobrevivir, esto eleva la secrecion de los glucocorticoides,
dado que movilizan las reservas energéticas necesarias para enfrentar las condiciones
ambientales (Huber et al. 2003a). En este estudio, los niveles de cortisol en las heces no
fueron diferentes entre las poblaciones para el otofio y el invierno. Sin embargo, en la
primaveray el verano, la poblacion en vida libre (Salvador Allende) tuvo niveles mas altos
de cortisol en heces y la cobertura vegetal fue menor en ésa época, aunque la correlacion

no fue significativa estadisticamente (Tabla 3.3).

Asi también, no solo la época reproductiva causa elevaciones en el nivel de estrés en los
animales. Huber et al. (2003a) encontraron que los niveles de metabolitos de cortisol en
ciervo rojo (Cervus elaphus) variaron conforme a la estacion, y las concentraciones

medias fueron significativamente mas altas durante diciembre y enero. Ellos asociaron
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ese incremento en los niveles de cortisol en heces a la época reproductiva pero también
a las temperaturas extremas, nevadas, precipitacion y el viento. En este estudio, se
encontré una correlacion negativa entre el cortisol fecal y la temperatura en la poblacion
en encierro (Molinillos). Asi mismo, Huber et al. (2003a) mostraron una relacién negativa

entre la temperatura minima y los niveles de metabolitos de cortisol para ciervo rojo.

Por las condiciones del encierro, se esperaba que los niveles de cortisol fueran mas altos
en Molinillos. Li et al. (2007) observaron que el encierro y altas densidades poblacionales
elevaron los niveles de cortisol fecal en ciervo del padre David (Elaphurus davidianus)
comparados con individuos en vida libre. Millspaugh y Washburn (2004) observaron que
animales silvestres que se han sometido al encierro pueden producir mayor cantidad de
glucocorticoides que los animales en vida libre. Esto es porque un poco antes de que se
produzca una situacion de estrés, el eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal se activa y los
resultados son la alta produccion de glucocorticoides (He et al. 2004) pero, conforme el
tiempo avanza y las condiciones causantes de estrés contintan, el cuerpo puede crear
una respuesta regulatoria de tal manera que la produccion de glucocorticoides se
disminuye debajo de los niveles normales y pueden reflejar la etapa final del estrés en
los animales que han sido criados en cautiverio desde el nacimiento (Linklater et al. 2010).
Este fendmeno podria ser una explicacion para la poblacion en Molinillos, dado que esta
poblacion se ha mantenido 13 afios en encierro natural. Sin embargo, He et al. (2004)
observaron que en centros de reproduccién de ciervo almizclero (Moschus sp.) en semi
cautiverio o encierros naturales, los individuos mostraron menos comportamiento
asociado al estrés que aquellos que vivian en cautiverio. También, encontraron que los
animales adultos en esos encierros naturales tuvieron menor cantidad de enfermedades.
Entonces, se sugiere que los ambientes creados en los encierros naturales no son
perjudiciales en ciervo almizclero (Liu et al. 2010). Es importante mencionar que en
Salvador Allende esta permitida la actividad cinegética a diferencia de Molinillos, y los
niveles de cortisol en heces en esta UMA podrian haber sido afectados. Asi también, la
presencia de la cerca en Molinillos podria disminuir el contacto con sus depredadores.
Por ejemplo, Creel et al. (2009) reportaron una elevacion de glucocorticoides en heces
de elk (Cervus elaphus) ante la presencia de sus depredadores. Esto puede sugerir que
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las condiciones de encierro natural mantenidas en Molinillos no estan generando altos
niveles de estrés, y probablemente la densidad poblacional aun puede ser mantenida en

equilibrio en esa area.

El aumento de los glucocorticoides en la época reproductiva en machos ya ha sido
reportado en varios estudios (Pelletier et al. 2003; Bartos et al. 2010; McCoy y Ditchkoff,
2012). Confirmando lo anterior, McCoy y Ditchkoff (2012) comentaron que la actividad
reproductiva eleva los niveles de glucocorticoides en machos de venado cola blanca, asi
como ellos; Pelletier et al. (2003) observaron lo mismo en el borrego cimarron (Ovis
canadiensis) y Chunwang et al. (2004) en ciervo del padre David (Elaphurus davidianus).
En este estudio se observd que los niveles mas altos de cortisol en ambas UMA se
presentaron antes de la época reproductiva y se mantuvieron en el invierno. Estos niveles
altos cortisol corresponden de igual manera a los niveles de testosterona (Tabla 3.3). El
aumento en cortisol se atribuye al incremento de la testosterona, que a su vez, fomenta
las interacciones agresivas entre los machos con el objetivo de establecer dominancia
(Chunwang et al., 2004). En el venado cola blanca, la competencia entre machos por
obtener un mayor nimero de hembras mediante la intimidacion de otros machos ocurre
al inicio de la época reproductiva para establecer o mantener sus jerarquias de
dominancia (Ronsberry et al. 2005). Se ha observado que tanto los animales que ejercen
dominancia como aquellos subordinados pueden presentar altos niveles de estrés y la
produccion de cortisol se eleva poco antes del inicio de la época reproductiva, ya que es
en este momento cuando la dominancia y las jerarquias son establecidas para asegurar
el éxito de copula, y se mantienen hasta terminar la época reproductiva (Bartos et al.
2010). En este estudio, esto se corrobora al observarse una correlacion positiva entre el
cortisol y la testosterona en heces en ambas poblaciones. También se ha mencionado
gue las hembras adultas pueden mostrar agresion contra machos jovenes en esta época
(Ronsberry et al. 2001).

Huber et al. (2003a) observaron niveles mas altos de metabolitos de cortisol en invierno
(diciembre y enero) que en todo el resto del afio en ciervo rojo, pero no encontraron
diferencias significativas entre hembras y machos en algin mes en particular. Por otro

lado, He et al. (2014) encontraron diferencias en los niveles de cortisol entre sexos para
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ciervo almizclero, los machos tuvieron significativamente menos glucocorticoides fecales
que las hembras. McCoy y Ditchkoff (2012) observaron mas altos niveles de
glucocorticoides fecales en hembras de venado cola blanca antes de la época
reproductiva y durante la época reproductiva. Yoshimura et al. (2003) mencionan que la
diferencia en la actividad adrenocortical entre hembras y machos es comun en varias
especies. Esas diferencias pueden ser causadas por las hormonas reproductivas, los
receptores de los glucocorticoides y sus proteinas de unioén. Las diferencias entre sexos
puede reflejar una diferencia en el metabolismo de los esteroides, las vias de excrecion
y la respuesta de la glandula pituitaria (Huber et al. 2003a). Ademas, He et al. (2014)
mencionan que existe un efecto a largo plazo en el cual las hembras pueden elevar los
niveles de estrés en los machos, lo que lleva a un estrés crénico y por lo tanto bajos

niveles de cortisol, sobre todo en poblaciones que viven en ambientes perturbados.

Lépez y Montes (2016) observaron una cantidad mayor de metabolitos de testosterona
fecal en hembras en venado cola blanca, aunque no fueron estadisticamente diferentes.
Ademas encontraron que los machos de venado cola blanca produjeron mas estradiol en
la época no reproductiva, mientras que las hembras lo hacen en la época reproductiva.
Los altos niveles de estradiol en los machos antes o durante la época reproductiva son
explicados por la importancia que tiene esta hormona en la espermatogénesis (Garcia et
al. 2005). En la época no reproductiva (primavera y verano), el estradiol puede estar
asociado con la produccion, desarrollo y crecimiento de las astas. Bubenik et al. (1997)
observaron que el crecimiento de las astas ocurria cuando las concentraciones de
testosterona en sangre eran minimas, pero la hormona aumentaba rapidamente durante
la fase de mineralizacion de las astas alcanzando un pico un poco antes de la época
reproductiva. Entonces, el estradiol es la hormona mas importante para el crecimiento y
maduracion de las astas. Aunque aun no se conoce exactamente la via de accion, se
cree que el estradiol podria estarse produciendo a partir de la aromatizacion de la
testosterona (Bubenik et al. 2005), y entonces, los niveles de testosterona en heces

bajan.

Los valores de los niveles de cortisol y testosterona en este estudio fueron bajos, aunque

dentro de los rangos reportados en varios estudios realizados en venado cola blanca y
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otros cérvidos (Pelletier et al., 2003; Chunwang et al., 2004; McCoy y Ditchkoff, 2012;
Lépez y Montes, 2016). Esto pudo haber ocurrido por la actividad microbiana presente
en las heces, las cuales metabolizan las hormonas esteroides a metabolitos con los
cuales no existe reaccion cruzada con los anticuerpos utilizados en este estudio.
Millspaugh et al. (2003) mencionan que los microrganismos en heces pueden metabolizar
los esteroides fecales a metabolitos con menor afinidad por los anticuerpos utilizados en
cada uno de los diferentes estudios. Para este trabajo las heces se colectaron frescas
pero tomo un par de horas pasarlas a congelacion y sufrieron la fase de descongelacion
para el proceso de extraccion de esteroides totales. Millspaugh y Washburn (2004)
comentaron que los metabolitos hormonales fecales pueden cambiar en periodos cortos
de tiempo, especialmente cuando se calientan, se congelan y se descongelan. Cuando
Li et al. (2001) obtuvieron bajos niveles de estradiol fecal en su trabajo, lo atribuyeron a
la sensibilidad de la técnica utilizada o a que la hormona habia sido metabolizada en las

heces a otro esteroide que no tuvo reaccion cruzada con el anticuerpo que ellos utilizaron.

3.5 CONCLUSIONES

Las hormonas reproductivas, testosterona y estradiol, se elevan durante la época
reproductiva y cuando el fotoperiodo disminuy6. Este comportamiento se presentd en
ambas poblaciones. El cortisol fecal se elevé en el invierno dada la época reproductiva y
las actividades relacionadas a esta como la agresion entre machos, las bajas
temperaturas y la baja cantidad y calidad del alimento disponible. El cortisol fecal fue mas
alto en la poblacién en vida libre, indicando que las poblaciones en encierro natural no
siempre presentan altos niveles de estrés cuando las condiciones de manejo son
adecuadas. Bajo un manejo y monitoreo adecuados, los encierros naturales pueden
llegar a ser una buena estrategia para el manejo y reproduccion de venado cola blanca
sin causar efectos deletéreos en esas poblaciones, siempre y cuando las densidades
poblacionales no sean altas. Finalmente, existen varios factores que provocan la
elevacion en los niveles de cortisol en las poblaciones de vida libre que deben ser

estudiadas.
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CAPITULO IV. VARIABILIDAD GENETICA DENTRO Y ENTRE POBLACIONES DE
VIDA LIBRE Y ENCIERRO
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4.1 INTRODUCCION

El venado cola blanca (Odocoileus virginianus) es una especie de la familia
Cervidae y es nativa del continente americano (Ambriz et al. 2016). Con excepcion
de las areas desérticas y montafiosas del oeste de Estados Unidos y la peninsula
de Baja California (Mathis et al. 2017), el venado se encuentra presente desde
Canada hasta Bolivia y Venezuela, siendo una de las especies de ungulados con
distribuciones latitudinales mas amplias (De la Rosa et al. 2012). Las caracteristicas
morfologicas del venado cola blanca en América son variables (Hernandez, 2014).
El venado difiere en el tamafio corporal, el color del pelaje, y otras caracteristicas
fisicas a través de todo su rango de distribucién (De la Rosa et al. 2012). Sin
embargo, la clasificacién taxondmica de subespecies de venado cola blanca han
sido objeto de controversias, principalmente por la falta de estudios moleculares
para identificar subespecies como filogenéticamente diferentes (Hernandez, 2014).
Anteriormente los criterios para la definicion de subespecies en el venado cola
blanca se basaron en las caracteristicas morfoldgicas y la zona geografica en la que
se encuentran dentro de la distribucidon natural de la especie. La designacion de
subespecies de los cérvidos de América generalmente tiene que estar en
concordancia con sus relaciones filogenéticas pero en realidad no estan bien
definidas (Cronin et al. 2005). A pesar de ser un género de gran importancia
(Odocoileus) y de ser de gran interés desde el punto de vista cinegético y cultural,
se ha hecho poco progreso en cuestiones de sistematica respecto a estos venados
(Gutiérrez et al. 2017). Basados en caracteristicas morfoldgicas se han identificado
38 subespecies y 14 de ellas se encuentran en territorio mexicano. Las subespecies
presentes en el norte del pais tienen caracteristicas estéticas, como la talla corporal
y astas ramificadas que los hacen populares para el deporte de la caceria, lo cual
provee ingresos economicos significativos en los estados donde ellos se distribuyen
(Ambriz et al. 2016).

Desde que se crearon las unidades de manejo para la conservacion de vida silvestre
(UMA), la Ley General Vida Silvestre (DOF 2002) ha promovido la diversificacion de

la produccién animal y permite la explotacion del venado cola blanca aprobando su
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conservacion en areas encerradas para la preservacion (LGVS, 2013). Motivados
por esta oportunidad, algunos productores han cambiado a la reproduccion de
venado para la actividad cinegética. Sin embargo, la creacion de UMAs puede
inducir a la transicion de poblaciones silvestres a poblaciones en encierro y pueden
intensificar el manejo (Hernandez et al. 2014). Tedricamente, esta practica puede
desatar importantes fendmenos sobre la variacién genética, promoviendo un efecto
de consanguineidad y reduciendo el flujo genético entre poblaciones (Askari et al.
2011). Debido a las demandas de trofeos, las subespecies del norte estan siendo
expandidas mas comunmente de sus habitats originales hacia el centro o sur de
México. Sin embargo, esas translocaciones podrian resultar en la perdida de la
identidad genética de los venados locales que han desarrollado caracteristicas
fenotipicas de acuerdo a su habitat a través de miles de afios de evolucion (Ambriz
et al. 2016). Esto pone en duda el futuro de la diversidad genética de esta especie,
dado que no hay estudios que fundamenten las diferencias genéticas entre las
subespecies, ni de sus tamafos poblacionales, mediante las cuales se pueden
establecer mejores estrategias de conservacion (Logan et al. 2007). Las
subespecies representan un patrimonio bioldgico importante de la biodiversidad que
posee un pais, por lo que deberian ser consideradas dentro de la temética de
manejo y conservacion de la fauna silvestre como subespecies endémicas y no ser
translocadas o introducidas en otras areas donde serian consideradas como

exoticas y perder el potencial genético de ellas (Hernandez, 2014).

En la Sierra Madre Occidental de Durango existen poblaciones de venado cola
blanca que histérica y geograficamente han sido clasificadas como subespecie
couesi (Galindo-Leal y Weber, 1998). Segun Halls (1984), esta subespecie cuenta
con mayor la distribucion geografica en México, y esta presente por toda la Sierra
Madre Occidental desde Sonora hasta el norte de Jalisco (Villarreal, 1999). A pesar
de que el venado cola blanca es una de las especies de fauna silvestre mas
estudiadas, las poblaciones presentes en la serrania del estado de Durango no han
sido objeto de estudio desde el punto de vista genético. Mas recientemente, los
productores han comenzado el establecimiento formal de UMAs para venado para

aprovechamiento (caceria) o ecoturismo, ya sea en encierro o vida libre. La
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informacion sobre aspectos genéticos es relevante para el manejo y la conservacion
de las especies, dado que es importante integrar los datos genéticos poblacionales
en programas de manejo sustentable y conservacion con la finalidad de hacer mas
efectivas las decisiones de conservacion de largo plazo (Rodriguez et al. 2015).
Varios marcadores que se basan en PCR son capaces de estimar la diversidad
genética de las poblaciones. Los ISSR (Inter Simple Sequence Repeats por sus
siglas en inglés) son marcadores arbitrarios que se amplifican mediante PCR en la
presencia de un oligonucleétido complementario a un motivo microsatélite. Cada
banda corresponde a una secuencia de ADN delimitada por dos microsatélites
invertidos. Son rapidos y faciles de manejar (Fahmi y Al-Otaibi, 2011). Los
marcadores ISSR estan caracterizados por ser de herencia dominante, y su
polimorfismo es analizado por la presencia o ausencia de bandas (dominancia y
recesividad). El uso de marcadores tipo ISSR no requiere de informacién preliminar
de la secuencia de ADN que se quiere estudiar (Kol y Lazebny, 2006). Los ISSR
han sido recientemente utilizados en diferentes estudios de la diversidad genética 'y
la estructura de diferentes artiodactilos y otros mamiferos (Kol y Lazebny, 2006;
Askari, et al 2011; Fahmiy Al-Otaibi, 2011; Jiejun et al. 2013; Rodriguez et al. 2015).
Este tipo de marcadores son especialmente valiosos para la evaluacion de
poblaciones de una misma especie bajo manejo diferencial como lo es el encierro

contra animales en vida libre.

Se cree entonces que la variabilidad genética dentro de una poblacién en encierro
se vera afectada por la limitacion del intercambio de animales y por lo tanto del flujo
de genes. Por lo que el objetivo de este trabajo fue corroborar la subespecie de
venado cola blanca, con individuos presentes en la Sierra Madre Occidental de
Durango, mediante la secuenciacién del gen mitocondrial cit b y estimar la
variabilidad genética dentro y entre dos poblaciones (UMA), de vida libre y encierro
con la amplificacion de marcadores ISSR, para analizar el efecto del encierro sobre
la estructura genética de las poblaciones y tomarlo en cuenta en las actividades de

manejo y conservacion de las poblaciones en esta area.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Area de estudio

La poblacion en vida libre se present6é en la UMA Salvador Allende. La densidad
poblacional estimada en el invierno fue de 2.52 venados/km? (Vega et al. 2016).
Esta UMA se encuentra ubicada entre las coordenadas 24° 71'- 24° 05' N y 104°
51'-104° 56" O, con un rango de elevacion de 2200-2680 m y un clima templado
semi frio y templado semi humedo (Martinez y Martinez, 2010). Esta UMA cuenta
con un area de 3200 ha con libre movimiento de venado cola blanca donde es
permitida la actividad cinegética. Los principales tipos de vegetacion en ésta UMA
fueron bosque de pino-encino, bosque de pino y bosque de encino (Gonzalez et al.
2007). La poblaciéon en encierro estuvo presente en la UMA Molinillos. La densidad
poblacional estimada en el invierno fue de 4.58 venados/km? (Vega et al. 2016).
Esta UMA esté localizada en las coordenadas 23° 36'- 23° 39' N y 104° 59'- 105°06'
O, con una elevacion de 2000-2680 msnm. Esta UMA comprende un area de 300
ha cercadas por malla venadera y no existe actividad cinegética. El clima en este
sitio es templado subhimedo y templado semifrio. Los principales tipos de
vegetacion son bosque de pino, bosque de encino-pino, bosque de encino y pastizal
(Rosales y Villanueva, 2014).

Se colectaron grupos fecales frescos de venado cola blanca en dos Unidades de
Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA) localizadas en el municipio
de Durango, Durango, México. En muestreos previos al periodo de colecta, se
establecieron los sitios con mayor actividad de venado cola blanca para cada UMA.
Se recorrieron dos transectos de 1000 m de largo por 2 m de ancho durante cada
visita de muestreo. Se colectaron grupos fecales frescos, reconocidos por la
humedad de la mucosidad externa y la suavidad de los pellets. De cada grupo se
colectaron de 20-30 de los pellets superiores en tubos Falcon ® de 50 ml con etanol
al 96%. La otra parte de los pellets se guardaron bolsas plasticas y se mantuvieron

a -20°C. Los grupos fecales se identificaron por UMA, fecha y geolocalizacion.

71



Dania Melissa Vega Hernandez CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

4.2.2. Extraccion de ADN fecal

Se extrajo ADN fecal a partir de 0.5 g de los pellets fecales mantenidos en
congelacion mediante el kit comercial ISOLATE Fecal DNA Kit de Bioline®. La
extraccion de ADN se llevé a cabo bajo las instrucciones del fabricante. Como
controles positivos, se utilizaron tres muestras de tejido de venados machos
provenientes de UMA Salvador Allende. La extraccion ADN de las muestras de

tejido se realiz6 mediante método CTAB.
4.2.3. Amplificacién y secuenciacion del gen mitocondrial cit b

Con el fin de analizar y corroborar la subespecie que con la que se esta trabajando,
se amplificé el gen mitocondrial cit b mediante los oligonucleétidos para PCR
MH104: TTGTTCTTCATCTCTGGTTTACAAGAC y ML103:
GACTAATGATATGAAAAA CCATCGTTG (Swislocka et al. 2013). Las
concentraciones finales para la reaccién de PCR fueron 200-250 ng/uL ADN, 2.5
mM MgClz, 0.6 pM primers y 1 U de Tag DNA Polimerasa. El perfil térmico para la
amplificacion fue 3 min a 95°C de desnaturalizacion inicial, 30 ciclos de 45 seg a
95°C, 1 min a 58°C y 1.50 min a 72°C, y 15 min a 72°C de elongacion final. Los
productos de PCR fueron observados en geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro
de etidio. Las bandas formadas fueron cortadas de los geles y purificadas para
secuenciacion con isotiocianato de guanidina (4.5 M). Se utilizaron 250 ng/uL de
ADN purificado para reaccién de secuenciacion. El producto de la reaccién de
secuenciacion se purific6 mediante el método enzimatico usando Big Dye®
Terminator (Applied Biosystems®) y Magnesil® Green (Promega®). Cada muestra
fue secuenciada en ambas direcciones (forward y reverse) en secuenciador ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems®). Los electroferogramas de todas las secuencias
fueron alineados y editados en el programa CHROMAS PRO v. 2.1.8. Para
comprobar la identidad e integridad de las secuencias obtenidas, se utilizo la
herramienta BLAST del NCBI. Ademas, se obtuvieron de GeneBank las secuencias
disponibles de subespecies de venado cola blanca reportadas para México y
Centroamérica (Tabla 4.1), de Odocoileus hemionus (venado bura) y Rangifer

tarandus (reno) como grupo externo. Las secuencias obtenidas asi como las
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consultadas en GeneBank fueron asignadas a un grupo segun su area de
localizacion (Tabla 4.1). Las secuencias fueron alineadas mediante el algoritmo
Clustal-W en el programa MEGA v. 6. Se construyd un dendograma de similitud
mediante el algoritmo del vecino mas cercano (neighbor-joining) y se calcularon las
distancias genéticas pareadas empleando Kimura-2-parametros en el programa
MEGA v. 6.

Tabla 4.1. Listado de secuencias de cit b y su identificacion de GeneBank
utilizados para el analisis de similitud de subespecies y grupo genético al cual

fueron designados para el analisis (SMOc= Sierra Madre Occidental).

Subespecie o sitio de

GeneBank ID Autor colecta de la muestra Grupo
MK188897 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
MK188898 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
MK188899 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
MK188900 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
MK188901 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
MK188902 Este trabajo O. v. (Durango) SMOc
HQ332445 Seabury et al. 2011  O. v. texanus Golfo-Norte
KM612271 Ambriz et al. 2016 O. v. veraecrucis Golfo-Norte
KM612272 Ambriz et al. 2016 O. v. yucatanensis Sur
KM612273 Ambriz et al. 2016 O. v. texanus Golfo-Norte
KM612274 Ambriz et al. 2016 O. v. sinaloe Pacifico
KM612275 Ambriz et al. 2016 O. v. couesi Pacifico
KM612276 Ambriz et al. 2016 O. v. toltecus Centro-Norte
KM612277 Ambriz et al. 2016 O. v. oaxacensis Sur
KM612278 Ambriz et al. 2016 O. v. mexicanus Centro-Norte
KM612279 Ambriz et al. 2016 O. v. acapulcensis Sur
KY928666 Gutiérrez et al. 2017 O. v. (Chihuahua) Centro-Norte
KX171728 Mathis et al. 2017 O. v. (Tamaulipas) Golfo-Norte
KX171727 Mathis et al. 2018 O. v. (Tamaulipas) Golfo-Norte
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KX171718 Mathis et al. 2019
DQ673136 Cronin et al. 2006
KY928670 Gutiérrez et al. 2017
FJ188824 Latch et al. 2009
HM222707 Naidu et al. 2012
HQ122586 Herrero et al. 2010

O. v. (Florida) Florida
O
O
O
O
O
KY928663 Gutiérrez et al. 2017 O. v. (Nicaragua) Sur
O
O
O
O
O

. V. texanus Golfo-Norte
. V. yucatanensis Sur

. hemionus Bura

. hemionus Bura

. hemionus Bura

KY928669 Gutiérrez et al. 2017
FJ188750 Latch et al. 2009
FJ188754 Latch et al. 2009
FJ188809 Latch et al. 2009
FJ188881 Latch et al. 2009
AY726678 Cronin et al. 2005 Rangifer tarandus (Canada) Reno
AY726676 Cronin et al. 2005 Rangifer tarandus (Canada) Reno
AY726690 Cronin et al. 2005 Rangifer tarandus (Alaska) Reno

. V. (Honduras) Sur

. hemionus (B. C.) Bura
. hemionus (B. C. S.) Bura
. hemionus (Chihuahua) Bura

. hemionus (Sonora) Bura

4.2.4. Amplificacién de marcadores ISSR

Al inicio del estudio se utilizaron 9 marcadores microsatélites caracterizados por
Anderson et al. (2002): INRAO1, Cervidl, N, Q, D, BM203, BM6506, BM4208 y
OarFCB193. Los oligonucleétidos “forward” estuvieron marcados con fluorescencia
mediante el uso del primer M13 universal (FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT)
(Schuelke, 2000). Los marcadores fueron amplificados mediante PCR y los
productos purificados para su genotipificacion mediante el uso de Magnesil Green®
y analizados en secuenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems®). Sin embargo,
no se obtuvieron resultados adecuados para el andlisis de la variabilidad genética
dentro y entre poblaciones ya que la incidencia de alelos nulos fue muy alta (datos

no mostrados).

Entonces, se optdé por la amplificacién de 7 marcadores ISSR (Tabla 4.2, Figura
4.1). Las concentraciones finales para PCR para todos los marcadores fueron 50
ng/pL de ADN, 1.5 Mm de MgClz, 0.6 pM primers, 1 U/ pL de Tag DNA Polimerasa.
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El perfil térmico fue 94°C por 5 min de desnaturalizacién inicial, 45 ciclos de 94°C
por 1 min, temperatura de alineamiento segin marcador por 1 miny 72°C POR 45
seg, y 72°C por 10 min de elongacion final. Cada reaccion de PCR incluyo el mismo
control positivo y agua como control negativo. Los productos de PCR fueron
observados en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio mediante
luz ultravioleta. Las fotografias de los geles fueron analizadas en el programa
PhyElph v. 1.4 y se construy6 una matriz binaria de presencia y ausencia de loci en
todas las muestras. Se obtuvo la heterocigocidad, frecuencias alélicas y % de loci
polimorficos en el programa TFPGA v. 1.3. Se realiz6 AMOVA con 999
permutaciones en el programa GenAlEx. Para evaluar la distancia genética entre
grupos se utilizo la distancia estandar de Nei (1978) en el programa TFPGA v. 1.3.
Finalmente, se realiz6 una asignacion genotipica mediante métodos bayesianos,
bajo un modelo de analisis con 100 000 cadenas de Markov Monte Carlo en la fase
previa a la corrida y 500 000 cadenas de Markov Monte Carlo en la corrida, y un
rango de posibles clusters (k) de 1-5 con 20 simulaciones por cada k mediante el
programa STRUCTURE v. 2.3.4. Los resultados arrojados por STRUCTURE fueron
analizados en STRUCTURE HARVESTER para obtener el nUmero mas probable
de k usando el valor modal de Ak (Evanno et al. 2005). Los datos arrojados sobre
las probabilidades de k fueron graficados en CLUMPAK. También se realizé un
dendograma de agrupamiento mediante algoritmo de Ward, distancia euclidiana con

200 repeticiones en el programa PAST3.
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Tabla 4.2. Listado de marcadores ISSR utilizados para el andlisis de variabilidad

genética entre y dentro de poblaciones (UMA) de Durango, México.

Primer Secuencia T° de Referencia
alineamiento

ISSR1 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 49° Ruiz et al. 2018

ISSR2 GAGGAGGAGGAGGAGGAGC 54° Babii et al. 2015

ISSR3 CACCACCACCACCACCACG 54° Escobar-Saucedo et al.
2018

ISSR4 ACCACCACCACCACCACCG 54° Fahmiy Al-Otaibi 2011

ISSR5 BDBACAACAACAACAACA 47° Machkour-M’'Rabet et al.
2009

ISSR6 WBGACAGACAGACAGACA 49° Roux et al. 2007

ISSR7 AGCAGCAGCAGCAGCGA 49° Escobar-Saucedo et al.

2018
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Figura 4.1. Fotografias de los loci amplificados a partir de los marcadores ISSR (muestras 57-67 pertenecientes a Molinillos).
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4.3 RESULTADOS

Se obtuvieron secuencias de gen cit b de 644 pb de 6 individuos. Tres muestras de
Salvador Allende provinieron de muestras de tejido (SAm, SAp, SAc) y 3 muestras
de Molinillos de heces fecales (Mo53, Mo55, M0183). Las distancias genéticas
pareadas de Kimura-2- pardmetros entre grupos calculadas a partir de las
secuencias entre grupos tuvieron un rango de 4.1% a 1.2%. Los grupos mas
distantes fueron el grupo SMOc y el grupo Florida. Los grupos con mas cercania
fueron Pacifico con Bura (1.0%), Golfo-Norte con Centro-Norte (1.2 %) y Centro-
Norte con Bura (1.2 %). El grupo SMOc estuvo méas cercano a los individuos del
grupo Pacifico (1.6%) (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Distancias genéticas pareadas Kimura-2- pardmetros entre grupos

calculadas a partir de secuencias del gen mitocondrial cit b.

Grupo 1 Grupo 2 Distancia genética
SMOc Pacifico 0.016
SMOc Golfo-Norte 0.027
Pacifico Golfo-Norte 0.017
SMOc Sur 0.024
Pacifico Sur 0.014
Golfo-Norte Sur 0.020
SMOc Centro-Norte 0.024
Pacifico Centro-Norte 0.013
Golfo-Norte Centro-Norte 0.012
Sur Centro-Norte 0.018
SMOc Florida 0.041
Pacifico Florida 0.025
Golfo-Norte Florida 0.029
Sur Florida 0.027
Centro-Norte Florida 0.028
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SMOc Bura 0.022
Pacifico Bura 0.010
Golfo-Norte Bura 0.014
Sur Bura 0.018
Centro-Norte Bura 0.012
Florida Bura 0.027

La distancia genética dentro de los grupos fue baja, de 1.6% a 0.16%, indicando
consistencia dentro de los grupos (Tabla 4.4). El dendograma de similitud mediante
el algoritmo del vecino mas cercano mostré un grupo marcado formado por las
muestras de este estudio. Las secuencias provenientes de individuos muestreados
en Texas (O. v. texanus), Veracruz (O.v veraecrucis) y Tamaulipas formaron otro
grupo. Todos los individuos O. hemionus y un individuo del grupo Centro-Norte (O.
v. toltecus) se agruparon en el grupo Bura. Todos los individuos originarios del sur
(O. v. acapulcensis, oaxacensis, yucatanensis) e individuos provenientes de
Sudameérica formaron un grupo definido. Finalmente los individuos O.v. couesiy O.
v. sinaloe y un individuo proveniente de Chihuahua formaron el grupo Pacifico. El
grupo SMOc estuvo mas cercanamente relacionado con el grupo Pacifico y mas
alejado del Golfo-Norte (Figura 4.2).

Tabla 4.4. Distancias genéticas pareadas Kimura-2- parametros dentro de cada de
uno de los grupos analizados calculadas a partir de secuencias de gen
mitocondrial cit b.

Grupo Distancia
genética
SMOc 0.0016
Golfo-Norte 0.0035
Sur 0.0126
Pacifico 0.0016
Centro-Norte 0.0163
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Florida -
Bura 0.0045
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Figura 4.2. Dendograma de similitud de grupos genéticos a partir de secuencias

del gen mitocondrial cit b en subespecies de venado cola blanca.

Los marcadores microsatélites mostraron exceso de homocigosidad en cinco de los
nueve microsatélites empleados, por lo que el alto numero de alelos nulos no
permitio el uso de estos marcadores para determinar la variabilidad genética dentro
y entre poblaciones.

Con los siete marcadores ISSR se pudieron amplificar 147 loci, ISSR 1 (22), ISSR2
(20), ISSR3 (21), ISSR4 (24), ISSR5 (21), ISSR6 (17) y ISSR7 (21). La
heterocigocidad calculada bajo la suposicién de equilibrio de Hardy-Weinberg fue
de 0.1553 para la UMA Salvador Allende y 0.1858 para Molinillos. El % loci
polimorficos fue 85.71% para Salvador Allende y 97.95%. La distancia genética
pareada de Nei (1972) calculada entre ambas poblaciones fue de 0.75%. La
diferenciacion entre los dos grupos se midid mediante el coeficiente de coancestria
0= 0.0338 (equivalente a Fsi). EI AMOVA mostré que la variacion genética esta
distribuida mayormente dentro de cada grupo (93% de la variacién) mientras que el

7% se debio a las diferencias entre grupos.

La evaluacion de los valores de k obtenidos en el programa STRUCTURE mediante
el método Ak mostré que el valor de k mas probable fue k =2, que en términos
generales correspondieron a cada una de las UMA. El grupo formado por individuos
de Molinillos mostraron mayor probabilidad de ser asignados a Molinillos. Mientras
qgue los individuos de Salvador Allende no mostraron una alta probabilidad de

asignacion a su poblacién (Figura 4.3).

Molinillos Salvador Allende

Figura 4.3. Diagrama del programa STRUCTURE con la probabilidad de correcta
asignacion de cada individuo a su poblacién de origen.
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4.4 DISCUSION

Con la utilizacion del gen mitocondrial cit b se tiene la ventaja de obtener las
secuencias relativamente facil a partir ADN degradado (Gutiérrez et al. 2017), como
lo puede ser de ADN fecal. Ademas, estudios previos han mostrado que los andlisis
con cit b pueden aclarar las inconsistencias taxondémicas de los mamiferos
causadas por una exploracion insipiente de caracteres morfolégicos (Hernandez,
2014). Este gen evoluciona relativamente rapido, pero es lo suficientemente estable
para ofrecer informacién a distintos niveles taxonémicos (Gutiérrez et al. 2017).
Ademas, existe un gran numero de secuencias de cit b disponibles en GenBank

para complementar el analisis.

Los analisis de las secuencias de cit b mostraron que el venado cola blanca
presente en Sierra Madre Occidental de Durango forma un grupo separado de las
demas subespecies reportadas para México. Los individuos clasificados
geograficamente en este estudio como Golfo-Norte y Sur, formaron grupos definidos
con las subespecies de cada zona. Los individuos de las subespecies provenientes
de la zona clasificada como Golfo-Norte fueron mas cercanos en este y otros
estudios, por ejemplo, Ambriz et al. (2016), encontraron mas cercania de individuos
O. v. texanus con O. v. veraecrucis, y marcadamente se diferenciaban de
subespecies del sur (O. v. acapulcencis, O. v. oaxacencis, O. v. yucatanensis) y las
subespecies O.v. sinaloe y O. v. couesi. Logan et al. (2007) encontraron haplotipos
compartidos entre individuos provenientes del noreste de México (O. v. texanus, O.
v. veraecrucis, O. v. carminis y O. v. miquihuanensis). Por su parte, De la Rosa et
al. (2012), mediante el uso de microsatélites, encontraron mas cercania entre la
subespecies O. v. texanus, O. v. veraecrucis y O. v. carminis, mientras que estas
mismas estuvieron mucho mas alejadas de O. v. yucatanensis y O. v. sinaloe. Por
su parte, Hernandez (2014), mediante la secuenciacion de regién control, reportd
gue la subespecie O.v. couesi fue cercana a O.v. miquihuanensis (0.003), sin
embargo las muestras fueron tomadas de individuos provenientes de Zacatecas y
Aguascalientes para O.v. couesi y Zacatecas y San Luis Potosi, México, para O. v.

miquihuanensis. Sin embargo, las poblaciones de venado cola blanca de la Sierra
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Madre Occidental de Durango no habian sido antes comparadas y estudiadas

genéticamente.

Por otro lado, en este estudio todos las secuencias pertenecientes a O. hemionus
formaron un solo grupo, aunque un individuo de la subespecie O. v. toltecus y otro
individuo proveniente en Chihuahua, México (presumiblemente de la subespecie O.
V. carminis) se agruparon también con el grupo Bura. Gutiérrez et al. (2017) sugieren
que O. hemionus esta mas cercanamente relacionado con O. virginianus que
incluso de aquellos O. hemionus reportados como otras subespecies presentes a
mayores latitudes (O. h. columbianus o O. h. sitkensis). Esto podria ser
consecuencia de la hibridacién que existe entre las dos especies sobre todo en la

parte centro-norte del pais donde convergen ambas especies (De la Cruz, 2016).

La diferenciacién de las poblaciones de venado cola blanca de la Sierra Madre
Occidental con el resto de las subespecies puede deberse a los cambios en el clima
al final del Pleistoceno, que resultaron en una distribucion irregular de venados cola
blanca (Ellsworth et al. 1994). Estos cambios provocaron que estos individuos se
mantuvieran en un elevacion sobre el nivel del mar superior y aislada con un
régimen de lluvias adecuado que pudo sostener individuos todo el afio sin la
necesidad de desplazarse, comparados con aquellos individuos presentes en

climas mas secos (Latch et al. 2009).

Respecto al uso de marcadores microsatélites, De la Rosa et al. (2012) observaron
un alto nivel de alelos nulos debido a la poca heterocigocidad presentada en ciertos
loci para la subespecie O. v. yucatanensis, mientras que la subespecie O. v. texanus
presenté una alta variabilidad genética en todos los loci. A su vez, Mathis et al.
(2017) encontraron alelos nulos en varios loci microsatélites en muestras de
animales provenientes de Cubay el Caribe, comparadas con animales provenientes
del sur de Estados Unidos. La frecuencia de alelos nulos en individuos de la misma
especie tienden a incrementar con el aumento de la distancia filogenética que exista
con la especie focal de la cual se aislaron esos marcadores (De la Rosa et al. 2012).
Esta pudo ser la razdn por la cual los marcadores microsatélites utilizados en este

estudio mostraron un alto grado de alelos nulos por baja heterocigocidad y por ello,
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no fueron informativos para el analisis de variabilidad genética dentro y entre

poblaciones.

Mediante el analisis con marcadores ISSR se obtuvo que la poblacion en encierro
(Molinillos) tuvo mayor nivel de heterocigocidad y mayor porcentaje de loci
polimorficos que la poblacion en vida libre (Salvador Allende). Tedricamente, la
domesticacion de los animales tiene el potencial de disminuir la variacion genética
en comparacion a los de vida libre dado al efecto fundador, deriva génica y seleccién
en poblaciones que no tienen un tamafio efectivo de poblacion alto. La variacién
genética es importante para mantener el desempefio 6ptimo y la potencial
adaptabilidad de las poblaciones tanto en vida libre como cautiverio (Hartl et al.
2003). Sin embargo, el venado cola blanca se ha caracterizado por su alta
variabilidad dentro y entre poblaciones (Kollars et al. 2004). Ademés, se ha
reportado en varias especies de cérvidos domesticados, como el elk (Cervus
elaphus), tener niveles de variabilidad genética comparables con poblaciones
silvestres, probablemente resultantes de un grupo fundador muy variado,
mutaciones recientes u otros factores (Cronin et al. 2009). Por su parte, Mathis et
al. (2017) reportaron el caso de una poblacién de venado cola blanca introducida en
Cuba con altos niveles de variabilidad genética y bajo nivel de endogamia,
sugiriendo que no existié un solo grupo fundador pequefio si no un gran grupo de
individuos con gran variabilidad genética. Budd et al. (2018) encontraron en
poblaciones de venado cola blanca en Missouri, USA, que estuvieron bajo severa
pérdida de individuos o situaciones de cuellos de botella, altos niveles de
variabilidad genética dentro de los sitios estudiados y bajos niveles de
diferenciaciones entre sitios. Este podria ser el caso de Molinillos, donde el encierro
de los individuos se inici6é con un cierto nimero de individuos con alta variabilidad
genética. La poblacion de Molinillos se formé mediante la atraccion de animales de
vida libre con suplemento alimenticio que se quedaron dentro del encierro conforme
la malla venadera se coloco, sin previo conocimiento de su genealogia, manejo o
seleccion. Por otro lado, se cree que la caceria selectiva podria tener un efecto
sobre la variabilidad genética en las poblaciones ya que existen genotipos en loci

de enzimas especificas que estan significativamente relacionadas con mayor
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ramificacion en astas y lo largo de ellas, y al disminuir su presencia del pool génico
en la poblacion podria alterar significativamente las frecuencias alélicas (Hartl et al.
2003). Ademas, la caceria afecta la estructura social y los patrones reproductivos
en venado cola blanca, lo cual afecta la variacion temporal de las frecuencias
genotipicas o alélicas (Kollars et al. 2004). Dado que en Salvador Allende se permite
la caceria con preferencia en los machos, podria verse afectada la heterocigocidad

y el nimero de loci polimorficos.

Aungue la poblacién en encierro muestra un alto nivel de variabilidad genética, el
andlisis mediante STRUCTURE, muestra que existe una marcada separacion de
los individuos de Molinillos con los de Salvador Allende en dos grupos (k=2),
indicando que el encierro comienza la diferenciacién genética entre esos grupos y
evita el flujo génico, y esto podria tener un efecto a largo plazo. Igualmente ek
dendograma de similitud de Ward, igualmente marcan dos grupos genéticos.
Aunqgue el venado cola blanca se adapte bien a la urbanizacion y fragmentacion, las
modificaciones al habitat creadas por el hombre inhiben el flujo genético (Locher et
al. 2015). La reduccion genética dentro de las poblaciones y el incremento de
diferenciacion genética entre ellas se vuelven bastante marcadas cuando las
poblaciones son mantenidas en confinamiento durante varias generaciones (Hartl
et al. 2003). Si esas poblaciones fueron fundadas por un pequefio niumero de
individuos y existe un crecimiento exponencial que supere el tamafo efectivo de
poblacién ocurriran cambios dramaticos en las frecuencias alélicas (Swislocka et al.
2013). En general, un bajo tamafio efectivo de poblacion lleva a un incremento en
la endogamia y una disminucion en la variabilidad genética que puede causar una
reduccion en el desemperio de la poblacién por depresion por endogamia (Brommer
et al. 2015). Tanto procesos naturales como antropogénicos que afectan las
caracteristicas fisicas y bioticas del paisaje tiene influencia sobre la demografia de
las poblaciones silvestres y el movimiento de los individuos, esos procesos pueden
influir en los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones y el grado de
la variacion espacial en la frecuencia de los genes (Locher et al. 2015).
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Los niveles de heterocigocidad calculada mostrados por las poblaciones de este
trabajo (0.155 Salvador Allende, 0.185 Molinillos) con los marcadores ISSR, se
pueden considerar altos, con capacidad de mantener a las poblaciones
genéticamente viables por algunas generaciones. Sin embargo, estos datos deben
ser tomados en cuenta en el manejo genético de las poblaciones mediante de
introducciéon de individuos a las poblaciones. Los valores de heterocigocidad se
encontraron dentro de los rangos mostrados en otros estudios con mamiferos
utilizando marcadores ISSR por ejemplo oryx arabe (Oryx leucoryx) (0.09-0.36)
(Fahmi y Al-Otaibi, 2011), borrego cimarron (Ovis canadiensis) (0.262) (Rodriguez
et al. 2015) y ciervo de agua chino (Hydropotes inermis) (0.1571 -0.1891) (Jiejun et
al. 2013).

Los ISSR mostraron un alto nivel de loci y alta reproducibilidad. Estos marcadores
son confiables ya que permiten evaluar a un gran numero de loci y varios
organismos, y son utiles para detectar patrones genéticos que pueden ser resultado
de la relativamente reciente colonizacion y origen de las poblaciones (Askari et al.
2011). Los ISSR han probado ser eficientes en andlisis de diferenciacion genética y
diversidad de mamiferos y otros organismos (Rodriguez et al. 2015).

4.5 CONCLUSIONES

El venado cola blanca presente en la Sierra Madre Occidental representa un pool
genético poco estudiado que debe ser objetivo de mas analisis, para un adecuado
manejo y conservacion. Por lo anterior, el manejo de las poblaciones de venado
cola blanca de la zona que se encuentren ya sea en un encierro o en vida libre,
debera considerar el estado genético de los individuos, sobre todo si se desea
realizar introduccion de individuos para elevar la variabilidad genética de las

poblaciones.

Poblaciones mantenidas en encierro no siempre representan la pérdida de

variabilidad genética y aumento de endogamia, siempre y cuando esa poblacion
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haya sido fundada por individuos con alta variabilidad genética y exista un manejo
adecuado.

La caceria basada en la seleccion de los animales mas grandes y de astas mas
ramificadas pueden llevar a la disminucién de la variabilidad genética en las

poblaciones de venado cola blanca.

El estudio de las poblaciones mediante la secuenciacion de genes mitocondriales
como cit b permitié el analisis de divergencia entre individuos de la misma o diferente
especie en una gran escala de tiempo. Mientras que los ISSR fueron utiles para
analizar las variaciones entre y dentro de las poblaciones dadas por cambios

genéticos mas recientes.
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CONCLUSIONES GENERALES
El venado cola blanca de la Sierra Madre Occidental de Durango es una especie
con gran potencial socioecondémico, ecoldgico y de investigacion. Como se ha
observado, representa un reservorio genético diferente a los antes reportados, y
por ende su conservacion se vuelve de gran importancia. Por ello, aspectos
ecolégicos, reproductivos y genéticos deben ser tomados en cuenta para la
implementacion de UMASs y el manejo que se lleve a cabo en ellas, ya que esta
informacion permite una mejor toma de decisiones, con ello el aumento en la
productividad, y la conservacion de la especie. Con este tipo de estudios, los
productores y manejadores de la fauna silvestre pueden realizar actividades como
manejo y mejoramiento de habitat, suplementacién alimenticia, o introduccion de
individuos a las poblaciones por mencionar algunas, dependiendo del caso y

necesidades de cada poblacion.
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ANEXOS
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Tabla de pesos (wi) y constantes (a) calculados mediante redes neuronales para el calculo e identificacion de sexo de

individuos de venado cola blanca a partir de morfometria de pellets fecales

Wij Wi W2 W3 W4 Ws Wse W7 Ws Wo W10 Wi Wiz Wis Wig Wis Wie Wiz Wis Wig W20 W21 W22
Ancho 0.334 3.419 0.015 0.185 6.028 6.148 0.025 6.599 6.750 6.160 -2.570 0.013 ;L.173 0.099 ;L.864 0.449 -6.549 1.074 ;L.424 0.108 0.167 0.414
Largo 0.438 0.750 6.071 0.219 6.678 -1.882 1.230 5.396 0.837 6.217 4.701 1.296 6.890 0.542 1.159 6.554 2.987 6.900 6.563 0.191 0.749 6.351
Radio 0.669 2.377 6.027 0.296 0.190 0.178 0.131 0.039 6.583 0.091 -2.259 0.213 ;I..174 0.121 ;I..148 6.176 ;5.647 1.468 ;I..099 0.041 0.577 6.592
Volume - - - - - - - - -
n 0.289 3.317 0.637 0.189 0.752 0.691 0.652 3.527 0.326 0.608 0.390 0.706 0.327 1.507 1.720 0.493 3.783 0.526 1.428 1.051 1.519 1.067
Largo/a - - - - - - - - - -
ncho 0.345 1.410 0.903 0.003 0.029 1.509 0.712 2.892 0.842 0.807 4.530 0.120 0.249 0.311 1.939 0.484 4.306 1.521 0.523 0.451 0.153 0.409

qj 6.614 2.425 0.299 6.394 0.341 6.979 6.839 7.115 6.056 0.348 4.078 6.918 6.513 ;I..590 3.868 0.199 4.606 0.153 6.434 6.841 -2.140 0.897
Wik

Ok W1 W2 W3 W4 W5s Ws W7 Ws Wo Wio Wi Wiz Wis Wig Wis Wie Wiz Wis Wig W20 W21 W22
Sexo 1 0.065 6.412 4.566 0.741 6.008 0.143 1.074 -1.144 ;5.213 1.046 6.027 5.179 6.627 6.260 -1.707 4.373 6.809 é.OSl -2.327 6.665 6.605 -1.516 1.130
Sexo 2 6.664 0.646 ;1.489 6.790 0.109 0.712 ;I..628 1.248 5.136 ;I..376 0.747 -5.400 0.950 0.406 0.906 ;1.362 0.119 7.973 2.186 0.693 0.915 1.892 6.692
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