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Abstract: Phylogenetic relationships among Neotropical deer genera (Artiodactyla: Cervidae) by means
of DNA,, sequences and microsatellite markers. The current work shows two molecular phylogenetic
analyses on Neotropical deers. In the first analysis, the mitochondrial control region (D-loop) was sequenced
in six Odocoileinae species from Latin America, using the sequences of two Muntiacinae as outgroups. The
results obtained were as follows: A sequence of Mazama americana showed a striking relationship with several
sequences of Odocoileus in contrast to that expected, since this M. americana haplotype, from a Mexican origin,
was not associated with several Bolivian Mazama sequences analyzed. This could put forward that this genera
is not monophyletic. On the other hand, these Bolivian Mazama formed a clade with Pudu puda and Ozotoceros
bezoarticus. Likely, an Odocoileus virginianus sequence from the Central area of Colombia showed a more
strong relationship with a Northamerican O. heminonus sequence than with the other O. virginianus sequences
of Colombian origin as well. This could be explained by means of various different hypotheses. The first is the
existence of common ancestral haplotypes between both species. Another one is the reiterative hybridization
among both Odocoileus species before the migration of O. virginianus from North America to South America.
Moreover, the maximum parsimony analysis showed an intense relationship between the Muntiacinae and this
Neotropical Cervidae clade. In addition, and adding credence to the relevant polyphyletism found in Mazama
by means of the mitochondrial control region DNA sequences, a second analysis with 16 DNA microsatellite
loci also showed a higher genetic relationship between M. americana and O. virginianus, than between the first
species regard to Mazama gouazoubira. Rev. Biol. Trop. 55 (2): 723-741. Epub 2007 June, 29.
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La sistematica de los cérvidos neotropica-
les ha sido poco estudiada y, ademas, es pro-
fundamente controvertida. Tradicionalmente
los ciervos neotropicales han sido divididos en
tres grupos de acuerdo con el tamafio corporal
y a la forma de la ramificacion de los cuer-
nos. De este modo, los ciervos de alto porte
(Odocoileus, Blastocerus y Ozotoceros) for-
marian un grupo, las dos especies del género
Hippocamelus conformarian el grupo de media-
no porte y las especies de los géneros Mazama
y Pudu constituirian el tercer grupo (ciervos
de pequefio porte) (Duarte y Merino 1997).
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Sin embargo, no todos los autores coinciden
con este esquema. Algunos ejemplos ponen en
evidencia esta afirmacion. Para diversos auto-
res los géneros de ciervos Blastocerus (Wagner,
1844) y Ozotoceros (Ameghino, 1891), cuya
distribucion geogréfica, para el primero, se da
desde la Amazonia peruana, extendiéndose por
el centro de Brasil y este de Bolivia, alcanzan-
do Paraguay y norte de Argentina, mientras
que para el segundo se da por el centro y sur de
Brasil, Bolivia, Paraguay, Uruguay y noreste
y centro de Argentina, se deberian fusionar al
género Odocoileus (Rafinesque, 1832). Este
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ultimo posee una distribucion que abarca la
mayor parte de Estados Unidos, buena parte de
Canada, Centroamérica y Suramérica al norte
del Amazonas (Colombia, Venezuela, Guyana,
Surinam, Ecuador y Per() (Ximenes et al.
1972). Por el contrario, otros autores basandose
en otros datos morfolégicos (Wilson y Reeder
1993) diferencian claramente los tres géneros.
Mas compleja, todavia, es la sistematica intra-
genérica de Mazama (Rafinesque 1817). Este
género de pequefios cérvidos es enormemente
controvertido en cuanto al namero de especies
que puede contener en su seno. Allen (1915)
separ0 a Mazama en dos grandes ensambles en
funcidn de la coloracién del pelaje. ElI grupo
de coloracion rojiza contuvo las especies M.
americana, M. trinitatis, M. rufa, M. sheila,
M. rufina, M. bricenii, M. sartorii, M. zetta,
M. gualea, M. fuscata y M. zamora. El grupo
de coloracion grisacea estuvo integrado por las
especies M. simplicicornis, M. murelia, M.
tschudii, M. nemorivagus, M. superciliaris, M.
cita y M. pandora. Cabrera (1960) propuso la
clasificacion méas aceptada todavia en nues-
tros dias: Mazama contendria las especies M.
americana, M. gouazoubira, M. chunyi y M.
rufina. Las especies citadas por Allen (1915)
serian simplemente subespecies de las cua-
tro especies nominadas por Cabrera (1960).
Czernay (1987), mas recientemente, definid
la existencia de 6 especies para el género en
cuestion: M. americana, M. gouazoubira, M.
rufina, M. bricenii, M. chunyi y M. nana. Esta
Gltima substituiria a la poblacion aislada de
M. rufina en el sur del Brasil. Duarte (1992)
y Duarte y Merino (1997) definieron cromo-
somicamente una nueva especie a partir del
material analizado de un individuo capturado
en la regién de Capao Bonito (Sao Paulo).
Este taxon fue denominado M. bororo. Es
evidente que se hace necesario el analisis de
representantes de esos géneros para intentar
dilucidar las respectivas relaciones inter e
intraespecificas de los cérvidos sudamerica-
nos desde una perspectiva molecular.

Caben resaltar algunos trabajos molecu-
lares, que han incluido especies de cérvidos
neotropicales, como los de Douzery y Randi

(1997) y Smith et al. (1986). En el primero
se analiz6 la regién de control (CR) del ADN
mitocondrial, también conocida como D-loop,
en seis especies de Cervidae, representantes
de las subfamilias Cervinae (Cervus elaphus,
2 individuos; Cervus nippon, 1 y Dama dama,
1), Hydropotinae (Hydropotes inermis, 1) y
Odocoileinae (tribu Odocoileini: Odocoileus
virginianus, 1; Odocoileus hemionus, 1
y Mazama americana, 1; tribu Capreolini:
Capreolus capreolus, 1 y Capreolus pygargus,
1). En el referido trabajo se determiné una fuer-
te relacion entre las dos especies de Odocoileus,
ambas de procedencia norteamericana, susten-
tada por un arbol de maxima parsimonia, y con
un “bootstrap” para ese clado del 100 %. El
taxén hermano de ese clado fue M. americana
con un “bootstrap” del 99 %. Sin embargo, las
restantes especies analizadas no pertenecieron
a la fauna de cérvidos neotropicales, con lo que
no se profundiz6 en la relacion filogenética
entre los géneros sudamericanos de cérvidos.
En el segundo trabajo mencionado, utilizando
datos morfoldgicos e isoenzimaticos, se cons-
taté una fuerte relacién entre M. americana y
O. virginianus del Surinam, mientras que la
primera especie presentd menor relacién con
M. gouazoubira, y mientras la segunda espe-
cie presentd menor semejanza de la prevista
con ejemplares de O. virginianus de Estados
Unidos. Es decir, en ese estudio no se encon-
traron relaciones monofiléticas entre diferentes
poblaciones, para ninguno de ambos géneros,
Odocoileus y Mazama. Para intentar dilucidar
algunas de esas incertidumbres filogenéticas,
se muestra en el presente estudio un analisis
a partir de la secuenciacion de la region de
control del ADN mitocondrial (1 133 pares de
bases) de cuatro O. virginianus procedentes de
la region central de Colombia, de un O. hemio-
nus proveniente de Estados Unidos, de una M.
americana procedente de México analizada por
Douzery y Randi (1997), de dos individuos “a
priori” clasificados morfoldgicamente como
M. americana, muestreados en Bolivia en 1997
por dos de los autores (M. R-G y D. A), de un
“a priori” clasificado morfologicamente M.
gouazoubira, muestreado, también, en Bolivia
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por los mismos autores, de un Ozotoceros
bezoarticus de procedencia boliviana, y de un
Pudu puda de origen chileno. Como especies
externas (“outgroups”) se utilizaron las secuen-
cias de otros dos cérvidos, Muntiacus reevesi
y Elaphodus cephalophus pertenecientes a la
subfamilia de los Muntiacinae (= Cervulinae).

Igualmente, se construyeron A&rboles
de méxima parsimonia a partir de 16 loci
microsatélites analizados obtenidos en diver-
sas especies de bovidos, del reno (Rangifer
tarandus) y del ciervo coli-blanco (O. vir-
ginianus). Estos marcadores microsatélites
fueron RM012, BM757, INRA131, FCB193,
TGLA337, HUJ175, BOVIRBP, TGLA127,
FEB, IDVGAO055 (Bovidae; Slate et al. 1998),
Cervid 1, Cervid 3 (O. virginianus; Dewoody et
al. 1995), y NVHRT16, NVHRT30, NVHRT71
y NVHRT73 (renos; Roed y Midthjel 1998).
La presencia-ausencia de los diversos alelos
encontrados en esos 16 microsatelites fueron
utilizados en conjunto para evaluar el grado de
similitud con las filogenias obtenidas a partir
de la region de control mitocondrial y de las
filogenias obtenidas mediante el uso de isoen-
zimas y caracteristicas biométricas por Smith et
al. (1986). Aunque diferentes autores han mos-
trado que los marcadores microsatélites son
excelentes marcadores para la realizacion de
mapas de ligamiento y para estudios forenses,
genético poblacionales y de parentesco, otros
andlisis han mostrado posibles restricciones de
estos marcadores en tareas de reconstruccion
filogenética. Esto estaria motivado, principal-
mente, por cambios en la estructura interna de
los motivos de repeticion sin afectar los tama-
fios globales de los alelos (Garza y Freimer
1996) o, por el hecho, de que mutaciones inde-
pendientes pueden producir alelos de idénticos
tamarios partiendo de alelos de diferentes tama-
fios (homoplasias) (Goldstein y Pollock 1997).
Sin embargo, ciertos autores como Morin et
al. (1993), Blanquer-Maumont y Crouau-Roy
(1995), Fitzsimmons et al. (1995) y Goldstein
et al. (1995), han mostrado la utilidad potencial
en casos determinados de los microsatélites
para realizar inferencias filogenéticas entre
géneros relativamente diferenciados. En el
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estudio de Goldstein et al. (1995), se mostrd
como 30 loci microsatélites reconstruyeron
adecuadamente las relaciones filogenéticas
entre humanos, chimpancés y gorilas. Morin et
al. (1993) mostraron, utilizando microsatélites,
que las subespecies actualmente reconocidas de
chimpanceés podrian, en realidad, ser reconoci-
das como especies diferentes debido a su fuerte
diferenciacion genética. Blanquer-Maumont y
Crouau-Roy (1995) mostraron que tres micro-
satélites localizados en el cromosoma humano
6p estan conservados en diferentes especies de
dos superfamilias de Primates, los Hominoidea
y los Cercopithecoidea. Los referidos autores
concluyeron en la enorme utilidad de esos mar-
cadores desde un punto de vista filogenético.
Por Gltimo, Fitzsimmons et al. (1995) mostraron
la existencia de loci microsatélites homdlogos
en seis especies de tortugas marinas pertene-
cientes a dos familias diferentes (Cheloniidae
y Dermochelyidae), al igual que en una familia
de tortugas dulceacuicolas (Emydidae), lo que
indico una conservacion de las secuencias flan-
queantes de esos microsatélites de, al menos,
300 millones de afios. Igualmente, Ruiz-Garcia
(2007) ha mostrado que un microsatélite, AP68,
reconstruye adecuadamente la evolucién de la
familia Atelidae en los dltimos 16 millones de
afios. Aunque no se muestra con detalle aqui,
las simulaciones de Di Rienzo et al. (1994),
Nielsen (1997) y Nielsen & Palsboll (1999)
revelaron que la mayoria de los marcadores
microsatélites analizados en este estudio, al
igual que los aplicados en otras especies neo-
tropicales, como el oso andino (Tremarctos
ornatus), el jaguar (Panthera onca), el delfin
rosado (Inia sp.) o en algunas especies de
Primates, como los aulladores (Alouatta) y
monos arafia (Ateles) (Ruiz-Garcia 2003, 2005,
Ruiz-Garcia et al. 2005, 2006a,b,c,d), evolu-
cionan preferentemente siguiendo el modelo
mutacional de un paso (“one-step”), mientras
qgue los modelos mutacionales en dos fases
(“two-phase”) o multipasos (“multistep”) son
mucho menos frecuentes. Si estos dos mode-
los mutacionales fueran importantes podrian
causar sobrelapamiento de alelos con el mismo
tamafio sin coalescencia comin (homoplasia).
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Sin embargo, como estos modelos mutacio-
nales son relativamente poco frecuentes, esto
reduce la posibilidad de alelos homoplasicos.
Adicionalmente, los resultados filogenéticos
obtenidos con microsatélites fueron muy simi-
lares a los obtenidos con otros marcadores para
los géneros Odocoileus y Mazama. Por ello son
presentados en este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis de la region de control del ADN
mitocondrial: para el anlisis filogenético lle-
vado a cabo con cérvidos neotropicales se obtu-
vieron las siguientes muestras: Se obtuvo una
muestra de ADN de M. americana (Y08209),
de origen mexicano, del mismo tejido que
utilizaron Douzery et al. (1995) en un estudio
previo. Cuatro muestras de O. virginianus pro-
cedentes del area central de Colombia. Estas
muestras consistieron en mechones de pelos
con sus respectivos bulbos. La secuencia de
un individuo norteamericano de O. hemionus
fue obtenida por Feng et al. (no publicado,
ntmero de acceso U12865 en el banco de datos
EMBL). Una muestra de pelos con bulbos de
O. bezoarticus obtenida en la zona de Otuquis
en Bolivia. Dos muestras de M. americana,
de la misma naturaleza que la anterior, proce-
dente de la region de Santa Cruz en Bolivia,
una muestra de pelos de una M. gouazoubira
procedente de la region de Isoso en Bolivia y
una muestra de tejido de un P. puda procedente
de Chile. Como grupos externos fueron utiliza-
das las secuencias obtenidas de tejidos de dos
Muntiacinae, M. reevesi y E. cephalophus.

Las muestras de ADN, en el caso de los
tejidos, fueron extraidas con el método estandar
del fenol-cloroformo (Sambrock et al. 1989),
mientras que las procedentes de los bulbos de
pelo se obtuvieron con una solucién de 200 pl
Chelex al 10 %. Las secuencias de 1 133 pb
de la region de control del ADN mitocondrial
(D-loop) se amplifico via PCR utilizando los
cebadores (“primers”) L-Pro 5’-CGTCAGTCT
CACCATCAACCCCCAAAGC-3’y H-Phe 5’-
GGGAGACTCATCTAGGCATTTTCAGTG-
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3, los cuales estan adyacentes a las posiciones
15 740y 420 de los genes mitocondriales bovi-
nos tRNAP™ y tRNAPe, Las amplificaciones
se realizaron con AmpliTag DNA polimerasa y
con MgCI2 3 mM, utilizando un termociclador
9.600 Perkin Elmer con los siguientes ciclos:
94 OC durante 2 min, y 30 ciclos a 94 OC duran-
te 15 s, 55 OC durante 15 s y 72 OC durante 1
min. Finalmente, 10 min a 72 OC. Los produc-
tos obtenidos de esos PCR se purificaron en
geles de agarosa de baja temperatura de fusion.
Las secuencias fueron obtenidas por ciclos
de ADN de dos cadenas con Ataq Sequenase,
utilizando los cebadores (“primers”) externos
ya citados (L-Pro y H-Phe) y los cebadores
adyacentes a la zona media de la region central
conservada de los artiodactilos (L-362 5°-
AATCACCATGCCGCGTGAAACC-3’yH493
5’-TGAGATGGCCCTGAAGAAAGAACC-3’).

Una vez obtenidas las secuencias, éstas fue-
ron alineadas utilizando el programa Clustal W
(Thompson et al. 1994). En regiones altamen-
te variables, se introdujeron huecos (*gaps”)
cuando implicaron al menos dos substituciones
y fueron agrupados para maximizar la simili-
tud global. Inserciones grandes (47 y 75 pb)
fueron excluidas de los andlisis filogenéticos.
Se utilizaron otros programas, como Aligner,
Alignseq, DNANALYZE 1.8, MultiDNA,
Seqvu 1.1y Threealign 2.0, y siempre se obtu-
vieron los mismos resultados en la alineacion
de las secuencias.

Andlisis de los marcadores microsatéli-
tes: como se comentd anteriormente, aunque
los marcadores microsatélites pueden presentar
problemas para desempefiar tareas de anali-
sis filogenético, los resultados en el presente
estudio coinciden notablemente con los obte-
nidos por Smith et al. (1986) haciendo uso
de variables morfométricas e isoenzimaticas.
Los microsatélites empleados fueron RM012,
BM757, INRA131, IDVGAO055, FCB193,
TGLA337, HUJ175, BOVIRBP, TGL127 y
FSHB (disefiados para bovidos; Slate et al.
1998), Cervid 1 y Cervid 3 (disefiados para O.
virginianus; Dewoody et al. 1995), y NVHRT
16, NVHRT 30, NVHRT 71 y NVHRT 73
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(disefiados para renos; Roed y Midthjell 1998).
En otro trabajo (Ruiz-Garcia et al. 2006g), se
muestran las condiciones empleadas en las
reacciones de PCR, las temperaturas utilizadas
y el origen geogréfico preciso de las 120 mues-
tras de cérvidos neotropicales (71 muestras per-
tenecientes a M. americana, M. gouzaoubira,
M. rufina, O. virginianus, Hippocamelus anti-
sensis, Pudu mephistopheles, O. bezoarticus,
Blastoceros dichotomus) y europeo-asiaticos
(49 muestras pertenecientes a Cervus elaphus,
C. nippon, Capreolus capreolus, C. pygargus y
Dama dama).

Analisis matematicos de las secuencias
mitocondriales: en primer lugar, se obtuvie-
ron los estadisticos n (diversidad nucleotidica,
numero promedio de diferencias nucleotidicas
por sitio entre dos secuencias escogidas al azar)
con su varianza de muestreo y error estandar,
theta (6) por nucleétido, K (= nimero prome-
dio de diferencias nucleotidicas, Tajima 1983)
con sus varianzas de muestreo y estocasticas,
y M (=2N,v por secuencia, donde N, es el
nimero efectivo y v es la tasa de mutacion
nucleotidica por generacion, con su corres-
pondiente varianza sin recombinacion, para
los géneros Odocoileus (Colombia) y Mazama
(Bolivia), respectivamente. Para cada uno de
es0s géneros se analizo el desequilibrio de liga-
miento entre las variantes de diferentes sitios
polimorficos con los siguientes estadisticos
genético poblacionales: D (Lewontin y Kojima
1964), D’ (Lewontin 1964) y los coeficientes
de correlacion y %eterminacién de desequilibrio
gamético, R y R™ (Hill y Robertson 1968). El
nivel de significacion estadistica de D se midio,
simultdneamente, con un test chi-cuadrado
y con el test exacto de Fisher con dos colas.
Finalmente, también, para ambos géneros, se
aplico el test D de Tajima (1989) para deter-
minar si las secuencias analizadas siguen un
modelo molecular neutral, o estan afectadas
por algln tipo de seleccion natural. Este test
se fundamenta en el hecho que en un modelo
neutral, las estimas del nimero de sitios segre-
gantes y el ndmero promedio de diferencias
nucleotidicas estan correlacionados. Se estimd

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 55 (2): 723-741, June 2007

este estadistico asumiendo que sigue una distri-
bucién beta. Todos esos estadisticos fueron cal-
culados con el programa informéatico DnaSP3.0
(Rozas y Rozas 1995).

A partir de todas las secuencias nucleoti-
dicas obtenidas, se calcularon las matrices de
distancias genéticas entre pares de secuencias
utilizando los métodos de los dos parametros
de Kimura (1980) y el de Tajima & Nei (1984).
Para el primer procedimiento, se tienen en con-
sideracion posibles diferencias entre transicio-
nes (P) y transversiones (Q), siendo el nimero
de substituciones por sitio nucleotidico entre
dos secuencias dadas igual a

K=(1/2)In (a) + (1/4) In (b), donde a = 1/(1 -
2P-Q)yb=1/(1-2Q). En el segundo método,
en el cual las frecuencias de los 4 nucledtidos
pueden ser diferentes,

K=-b In (1 - (p/b), ), dénde b=(b, + p?/ h)/2,
siendo b,=1- X q; , con g; siendo la frecuencia
en equilibrio del nucledtido ith (i = 1, 2, 3, 4,
estoesA, G, T,C),y

h=X 13 i (xij)2/(2 q; qj), donde x;; es la
proporcion de pares de nucleotidos iy j entre
dos secuencias de ADN homologas compara-
das (Li 1997), siendo p la probabilidad que dos
secuencias sean diferentes en un sitio nucleo-
tidico dado en un tiempo t determinado.

Los resultados con otras distancias gené-
ticas, como la de Jukes-Cantor (1969), la del
modelo de los 6 pardmetros de Kimura (1981),
o0 la de Tamura y Nei (1993), ofrecieron resulta-
dos idénticos a los mostrados en este trabajo.

A esas matrices de distancias genéticas se
les aplicaron los algoritmos UPGMA (Sneath
y Sokal 1973) y neighbor-joining (Saitou y
Nei 1987) para obtener diversos arboles filo-
genéticos entre los géneros de cérvidos ame-
ricanos analizados. Estos analisis se llevaron
a cabo con el programa MEGA 1.2 (Kumar et
al. 1993). Para analizar la significacion de los
diversos clados obtenidos se aplicd el método
“bootstrap” con 1 000 permutaciones. Valores
por encima del 75 % se consideran altamente
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significativos. También, se obtuvieron arboles
filogenéticos utilizando el método de maxima
parsimonia con los procedimientos “heuristic
search” y “branch and bound search” con el
programa PAUP 3.1.1 (Swofford 1993). El por-
centaje de “bootstrap” fue utilizado, de nuevo,
para determinar la significacion de los diversos
clados encontrados.

Andlisis filogenéticos con marcadores
microsatélites: basandose en los alelos detec-
tados (presencia-ausencia) para los diferen-
tes marcadores microsatélites estudiados, se
construyeron filogenias a partir de diversos
métodos de maxima parsimonia. Esta técnica
permite minimizar la longitud de la filogenia
obtenida. Dos procedimientos principales fue-
ron utilizados: “heuristic search* y “branch and
bound search®. Con el primero, las estrategias
empleadas fueron el procedimiento general con
almacenamiento en cada paso del arbol, utili-
zando adicidn paso a paso. El método “branch
and bound” fue computado via “stepwise®.
Para elegir los arboles mas parsimoniosos se
utilizaron la longitud del arbol, el indice de
consistencia (Cl), el indice de retencién (RI),
el indice de consistencia rescalado (RC) y el
indice de homoplasia (HI). Para determinar la
consistencia de los diferentes clados internos
se realizaron andlisis de “bootstraps” con 500
replicaciones. Con los diversos arboles de
maxima parsimonia encontrados se construye-
ron &rboles consenso con los métodos estricto,
semiestricto, regla de la mayoria y Adams.

RESULTADOS

Andlisis filogenético de la region control
mitocondrial: para los géneros representa-
dos por mas de un individuo (Odocoileus y
Mazama), se estimaron una serie de estadis-
ticos bésicos. En el caso de O. virginianus se
presentaron 106 gaps en los 1 133 pb anali-
zados. De los 1 027 pb restantes, 84 fueron
sitios polimdrficos y 943 monomorficos. De
esos 84 sitios polimdrficos, 24 fueron infor-
mativos filogenéticamente con dos variantes

y dos fueron informativos con tres variantes
nucleotidicas. En el Cuadro 1 se muestran los
estadisticos moleculares encontrados para esa
especie. La diversidad nucleotidica () fue de
0.0454, 6 por nucledtido de 0.0446, k fue 46.67
y M fue de 45.82. El analisis de desequilibrio
de ligamiento para los 24 sitios nucleotidicos
que fueron polimorficos para dos nucledtidos
diferentes mostré 276 pares de comparaciones.
Con el test exacto de Fisher no se detect nin-
gun par de nucleétidos que presentara desequi-
librio significativo. Por el contrario, al utilizar
el test ji-cuadrado se detectaron,193 pares de
comparaciones significativas (y =4.0, 1 g.l,
p<0.05) (193/276=69.93 %). Este valor es sig-
nificativamente mayor que el error | del 5 %
(x =248.31, 1 g.l., p<0.001). Sin embargo, si
utilizamos la correccion estandar de Bonferroni
(=0.05/276=0.000181), ninguno de los valo-
res de desequilibrio individuales entre pares de
nucle6tidos resulté ser significativo.

En el caso del género Mazama proceden-
te de Bolivia, sin incluir la muestra Mazama
americana de origen mexicano, se presentaron
220 huecos en las 1 133 pb analizadas. De los
913 pb restantes, 30 fueron polimérficos para
dos variantes nucleotidicas. En este caso no
se encontraron sitios polimorficos para tres o
cuatro variantes. Los niveles encontrados de
diversidad genética a nivel de la region de con-
trol del ADN mitocondrial en esos Mazama de
Bolivia fueron claramente inferiores a los mos-
trados por los ejemplares de O. virginianus pro-
cedentes de Colombia (Cuadro 1), aun cuando,
supuestamente, pertenecen a dos especies mor-
fologicamente diferentes (M. americana y M.
gouazoubira). La diversidad nucleotidica fue
0.0219, es decir, menos de la mitad de la encon-
trada en la especie anterior, mientras que Ky M
fueron igual a 20. No se present6 ningln caso de
desequilibrio de ligamiento. También, se anali-
zaron esos mismos estadisticos, incluyendo la
secuencia del ejemplar de M. americana de
origen mexicano. EI nimero de huecos encon-
trados fue de 241 en la secuencia de 1 133 pb
analizadas. La introduccion de esta secuencia
aumento considerablemente el nimero de sitios
polimorficos a 106 en los restantes 892 pb.
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CUADRO 1
Diversidades nucleotidicas (), theta por nucledtido (6), nimero promedio de diferencias nucleotidicas (k) y el pardmetro
M con sus respectivas varianzas para el conjunto de secuencias analizadas en Odocoileus virginianus, en Mazama
proveniente de Bolivia y en el total de secuencias analizadas de Mazama

TABLE 1
Nucleotide diversities (), theta per nucleotide (8), average number of nucleotide differences (k), and the M parameter
with their respective variances for the set of the sequences analyzed in Odocoileus virginianus, in Mazama coming from
Bolivia and in the overall sequences attributable to Mazama

Odocoileus virginianus

Diversidad nucleotidica (r;) 0.0454
Varianza de la muestra de ; 0.0001
Desviacion estandar de 0.0114
0 (por nucledtido) 0.0446
Varianza de 6 0.0005
Desviacion estandar de 6 0.0243
NUmero promedio de

diferencias nucleotidicas (k) 46.667
Varianza estocéstica de k 350.909
Varianza de muestreo de k 317.778
M = 4Nv (por secuencia) 45.818
Varianza de M 622.882

Cinco de ellos correspondieron a variantes de
dos nucleétidos que fueron filogenéticamente
informativos. Ademas, se dieron 4 sitios poli-
mérficos con tres variantes nucleotidicas, todas
ellas informativas. En el cuadro 1 se muestran
los parametros moleculares correspondientes
a esta agrupacién. Como puede observarse, el
incremento de la diversidad nucleotidica fue
elevada (m=0.0618), tres veces superior a la
encontrada sin incluir esa muestra. También se
incrementaron los valores de 6 por nucle6tido,
Ky M (0.062, 55.17 y 57.82). Esto demuestra
que la citada Mazama diverge considerable-
mente a nivel molecular en la regién de control
del ADN mitocondrial respecto de los ejempla-
res de Mazama de origen boliviano. Es posible,
que estos ultimos ejemplares, aun cuando pre-
sentaron aspectos diversos, unas mas rojizas
otras mas grisaceas, en realidad pertenezcan
Unicamente al tax6n designado como M. gou-
zaoubira. Adicionalmente, la introduccion de

Mazama Bolivia Mazama Total

0.0219 0.0618
0.0000 0.0005
0.0063 0.0235
0.0219 0.0648
0.0001 0.0012
0.0134 0.0352
20.000 55.167
61.905 487.903
89.524 442,647
20.000 57.818
151.429 986.001

la muestra mexicana generé una cierta cantidad
de desequilibrio de ligamiento entre los 5 sitios
nucleétidos polimérficos para dos variantes
(10 pares de combinaciones), al utilizar el test
ji-cuadrado (4/10=40 %; cada par significativo
con x%=4.00, 1 g.l., p<0.05). Sin embargo, con
el test exacto de Fisher ningun caso fue signi-
ficativo estadisticamente y, tampoco, la aplica-
cién de la correccion estdndar de Bonferroni
(0=0.05/10=0.005) a los tests ji-cuadrado,
determiné algun caso de desequilibrio de liga-
miento significativo.

El test de neutralidad de Tajima (1989)
mostré valores iguales a 0.1936 (caso de O.
virginianus), 0 (caso de Mazama bholivianas) y
-0.4799 (caso de todas las Mazama consideradas
simultdneamente). En los dos primeros casos,
esos valores no fueron significativos, asumien-
do que seguian una distribucion beta. Luego
se estima que el modelo mutacional es plena-
mente neutral. En el tercer caso, el valor fue

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 55 (2): 723-741, June 2007 729



significativo y negativo, lo que podria indicar la
presencia ligera de mutaciones deletéreas.

Los analisis filogenéticos llevados a cabo
con los métodos de matrices de distancias
genéticas (Kimura 1980, Tajima y Nei 1984), y
los obtenidos con los métodos de méaxima par-
simonia pueden observarse en la Fig. 1. Todos
los arboles generados con los métodos de dis-
tancias muestran que el primer clado en diver-
gir corresponde al integrado por las secuencias
de los Muntiacinae asidticos (Muntiacus y
Elaphodus) respecto a las restantes secuen-
cias, todas ellas de Odocoileinos americanos.
Esta separacion es robusta ya que todos los
porcentajes de “bootstraps” son del 100 %. En
el seno de los Odocoileinos encontramos dos
clados principales. En uno de ellos se observa-
ron todas las secuencias de los O. virginianus
colombianos, la del O. hemionus norteamerica-
no y la del M. americana de origen mexicano
(“bootstraps” del 75-92 %). Cabe resaltar que
la secuencia del O. virginianus 2, procedente
de la cordillera andina central de Colombia,
estuvo significativamente (“bootstrap” del
96 %) mas relacionada con la secuencia del
O. hemionus de origen norteamericano que
con las restantes secuencias de O. virginianus,
también procedentes de Colombia. El otro gran
clado (“bootstraps” del 97-100 %) presentd
otros dos sub-clados. Uno constituido por un
cérvido, de tamafio mediano de 28 a 35 kg de
peso, O. bezoarticus leucogaster y el pequefio
P. puda, de no méas de 8 kg de peso, con un
porcentaje de “bootstrap” que oscilo entre el
86 y el 90 %. El otro sub-clado agrup6 a las
tres secuencias procedentes de los ejemplares
de Mazama de origen boliviano. La secuencia,
del morfolégicamente reconocible como M.
americana 2, presento una mas intensa relacion
con el M. gouazoubira 3 que con la secuencia
del otro M. americana 3 (“bootstrap” 60-76 %).
Esto puede concordar con la explicacion ante-
riormente referida de que en realidad esos tres
especimenes bolivianos pertenecen a un Gnico
taxén (M. gouzaoubira). Los andlisis de méxi-
ma parsimonia, sin embargo, mostraron algunas
diferencias importantes respecto a lo descrito
con los métodos de distancias genéticas. Es de

730

resaltar que los andlisis filogenéticos basados
en distancias y en maxima parsimonia asumen
diferentes hechos con respecto a los procesos
evolutivos que han podido acontecer en y
entre las especies analizadas de cérvidos. Se
obtuvieron dos arboles de maxima parsimonia
con un nimero minimo de 714 pasos. Se pre-
sentan los arboles consenso con la regla de la
mayoria del 50 %. Utilizando el procedimiento
“heuristic search” se observaron dos grandes
agrupaciones. La primera gran diferencia, res-
pecto al andlisis anterior, viene dada por la
pertenencia de los géneros Muntiacinae a uno
de los dos clados integrados por Odocoileinos.
En esa agrupacion se encontraron las secuen-
cias de los ejemplares de Mazama procedentes
de Bolivia, O. bezoarticus y P. puda. En este
caso, Ozotoceros presentdé mayor relacion con
Mazama que con Pudu. Al igual que con la téc-
nica anterior, no existié una diferenciacion clara
entre ambas formas de Mazama. En el segundo
clado se obtuvieron relaciones idénticas a las
encontradas con los métodos de distancias (O.
virginianus, O. hemionus y M. americana de
origen mexicano). Utilizando el procedimien-
to “branch and bound search” se obtuvo un
panorama muy similar. La diferencia principal
fue que se obtuvo una tritomia no resuelta
en el primer clado constituida por Mazama-
Ozotoceros, Pudu y Muntiacus-Elaphodus. La
otra diferencia fue, que, en este caso, si se
diferenciaron las secuencias de M. americanay
M. gouazoubira ambas procedentes de Bolivia.
Todos los porcentajes de “bootstraps” obteni-
dos en este andlisis fueron del 100 %, lo cual
significa que las agrupaciones obtenidas son
altamente significativas.

Andlisis filogenético de los marcadores
microsatélites: Con los resultados para los loci
microsatélites, y tomando los tamafios alélicos
reportados para 5 especies de cérvidos euro-
peos y asiaticos y para ocho especies de cérvi-
dos neotropicales (Ruiz-Garcia et al. 2006¢), se
obtuvieron arboles de méaxima parsimonia utili-
zando la presencia-ausencia de alelos de los 16
loci microsatélites empleados. Se obtuvieron
15 arboles de méxima parsimonia, todos con
191 pasos de longitud sin importar cual fuera
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Fig. 1. Anélisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas de la regién de control del ADN mitocondrial en varias
especies de Odocoileinae, utilizando métodos de matrices de distancias (A 'y B) y maxima parsimonia (C y D). A/ Arbol
“neighbor-joining” con la distancia de Tajima y Nei (1984). B/ Arbol UPGMA con la distancia de Tajima y Nei (1984).
Los valores sobre los nédulos indican los porcentajes de “bootstrap”.

Fig.1. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the mtDNA control region in several Odocoileinae species, using
distance matrix procedures (A and B) and maximum parsimony (C and D). A/ Neighbor-joining tree with the Tajima y Nei
(1984)s distance. B/ UPGMA tree with the Tajima y Nei (1984)"s distance. The values on the nodules show the bootstrap
percentages.
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Fig. 1. Analisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas de la regién de control del ADN mitocondrial en varias
especies de Odocoileinae, utilizando métodos de matrices de distancias (A y B) y maxima parsimonia (C y D). C/ Con el
procedimiento de méaxima parsimonia “branch and bound”. Nimero minimo de pasos 714. CI=0.867, R1=0.668. D/ Con
el procedimiento de maxima parsimonia “heuristic search”.

Fig.1. Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the mtDNA control region in several Odocoileinae species, using
distance matrix procedures (A and B) and maximum parsimony (C and D). C/ Tree with the maximum parsimony “branch
and bound” procedure. Minimum step number 714. C1=0.867, R1=0.668. D/ Tree with the maximum parsimony “heuristic

search” procedure.
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el método de andlisis utilizado. Los indices
fueron idénticos para todos los arboles obte-
nidos, con los siguientes valores: CI=0.702,
HI=0.298, RI1=0.430, RC=0.302. A partir de
estos arboles se procedio a realizar el analisis
consenso por diferentes procedimientos, obte-
niéndose dos modelos de &rboles diferentes,
uno con los métodos estricto y de Adams (Fig.
2A) y otro para los métodos semiestricto y
regla de la mayoria (Fig. 2B). Como se puede
observar, al igual, que se detectd en el analisis
de la regién de control mitocondrial, M. ame-
ricana presentd una mas alta relacion genética
con O. virginianus que con M. gouzaoubira.
Identica relacién fue detectada por Smith et al.
(1986) mediante isoenzimas y caracteristicas
morfométricas.

DISCUSION

En los dos taxones en los que se midi6 la
variabilidad genética a nivel de la region de
control mitocondrial (O. virginianus y ejem-
plares de Mazama obtenidos en Bolivia) se
observo la existencia de mayor diversidad
nucleotidica en la primera especie (1=0.0454)
que en la segunda (n=0.0219), aun cuando,
en este segundo género, aparentemente, se
distinguieron dos morfotipos atribuibles, a M.
americana y M. gouazoubira. Las muestras de
ambas especies se obtuvieron en la Chiquitania
de Santa Cruz (Bolivia) en un lugar simpatri-
co. La escasa diferenciacion molecular entre
ellas podria sugerir dos posibles explicaciones,
al menos. La primera de ellas es que existio
hibridacién entre ambas especies de Mazama.
De hecho, las muestras obtenidas pertenecen
a una poblacion, donde ambos morfotipos se
encontraban en una situacion geogréfica muy
cercana. Los ejemplares de M. americana,
reconocibles morfoldégicamente como tales,
podrian portar ADN mitocondrial de alguna
hembra ancestral de M. gouazoubira que se
reprodujo con algin macho de M. americana
en el seno de ese linaje, o viceversa. También
pudo existir introgresion genética en M. goua-
zoubira proveniente de alguna hembra de M.
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americana. Quiza, sin embargo, el primer caso
de introgresion pudiera ser mas factible que
el segundo, debido al tamafio de los animales.
Los machos de M. americana de mayor porte
pueden alcanzar los 40 kg, excepcionalmente
hasta 55 kg en el Surinam (Smith et al. 1986),
mientras que los de M. gouazoubira alcanzan
hasta los 25 kg de peso, por lo que resulta-
ria mas complejo que pudiera cruzarse con
una hembra de M. americana. Una segunda
posibilidad es que, en realidad, los animales
muestreados pertenezcan a una Unica especie
con una variabilidad morfol6gica muy ampliay
gue se sobrelape con las caracteristicas de esta
naturaleza que han utilizado los zodlogos tra-
dicionalmente para distinguir ambas especies
de Mazama. Si fuera asi, probablemente, las
muestras bolivianas analizadas pertenecerian a
la forma M. gouazoubira. Esta segunda hip6te-
sis puede ser muy importante como se mostrara
mas adelante. Este hecho debe tenerse en con-
sideracion para el manejo de las poblaciones de
Mazama en Bolivia.

La cantidad de diversidad nucleotidica
estimada en esos dos géneros de cérvidos puede
compararse a la encontrada en otras especies de
Mamiferos. Recordemos, que un valor minimo
de ©=0.02-0.03 entre especies diferentes de un
mismo género es usual. Para otros cérvidos se
han encontrado los siguientes valores. Entre el
alce (Alces alces) y el reno (Rangifer taran-
dus), ©=0.111; entre tres especies de Cervinae
(Cervus elaphus elaphus, C. e. canadiensis y
C. nippon), los valores de m oscilaron entre
0.0502 y 0.056. Entre wapitis de Norteamérica
y Siberia (C. e. manitobensis vs. C. e. sibire-
cus), ©=0.0123 (Polziehn y Strobeck 1998). El
valor de = fue de 0.084 entre O. virginianus y
Cervus elaphus (Cronin 1986), por citar algu-
nos ejemplos en cérvidos. En otros mamiferos
algunos de los valores encontrados han sido los
siguientes. Entre los bovidos, n fue de 0.065
entre la vaca y el bisonte (Bison bison), o de
7=0.0056 para Rupicapra rupicapra y R. pyre-
naica); entre poblaciones de la nutria Enhydra
lutris (m=0.00004-0.0041); para poblaciones
de liebre europea (Lepus europaeus), ©=0.01
(Hartl et al. 1993); para Ovis canadiensis,
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Fig. 2. Anélisis filogenético utilizando 16 loci microsatélites en varias especies de cérvidos, utilizando métodos de méxima
parsimonia. A/ Consenso estricto y de Adams. B/ consenso semiestricto y Regla de la mayoria. Nimero minimo de pasos
191. CI=0.702, RI1=0.430. Los valores sobre los nédulos indican los porcentajes de “bootstrap”.

Fig. 2. Phylogenetic analysis using 16 microsatellite loci in several deer species, employing maximum parsimony methods.
AJ Strict and Adams consensus tree. B/ Semistrict and Majority rule consensus tree. Minimum step number 191. C1=0.702,
R1=0.430. The values on the nodules show the bootstrap percentages.
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©=0.0043 (Luikart y Allendorf 1996). De este
modo, la diversidad nucleotidica encontrada
para los ejemplares de Mazama procedentes de
la region de Chiquitania en Bolivia esté dentro
de los limites intraespecificos.

Sin embargo, cuando se introdujo en el
analisis la secuencia perteneciente a la M.
americana de origen mexicano, la diversi-
dad nucleotidica y otros estadisticos genético-
poblacionales aumentaron considerablemente
(7=0.0618), superando, incluso, a los obteni-
dos cuando las secuencias de O. virginianus
colombiano fueron analizadas conjuntamente
con O. hemionus norteamericano (datos no
mostrados en este estudio). Esta es una primera
indicacion de que el género Mazama podria no
ser monofilético, si no mas bien polifilético.
El andlisis de los arboles filogenéticos, tanto
utilizando las distancias de los dos parametros
de Kimura (1980) o de Tajima y Nei (1984),
como los métodos de méaxima parsimonia,
pusieron en evidencia este hecho. EI Mazama
de origen mexicano siempre quedd afiliado de
forma robusta a las secuencias de Odocoileus,
mientras que las tres secuencias de Mazama
procedentes de Bolivia siempre estuvieron en
otra agrupacion bien diferenciada y separada
del anterior, mostrando mucha mayor relacion
con las secuencias de Ozotoceros y Pudu, y sin
mostrar especial filiacion con las secuencias de
Odocoileus. El anélisis de maxima parsimonia
con los loci microsatélites también revel6 una
conspicua asociacion entre M. americana y
O. virginianus, estando M. gouzaoubira méas
distantemente relacionada. En el estudio de
Smith et al. (1986), con isoenzimas y datos
biométricos, también se encontré mayor rela-
cién entre M. americana y O. virginianus en
Surinam, que de esa M. americana con M.
gouazoubira, también de la misma zona del
norte de Sudamérica. Incluso, esa fuerte rela-
cién entre M. americana y O. virginianus en
ese pais neotropical fue mayor que entre la
segunda especie y representantes de O. virgini-
anus procedentes del Sudoeste de los Estados
Unidos. Aunque para algunas caracteristicas,
tales como los arcos supraorbitales, hueso fron-
tal, espacio de la parte posterior de las suturas

frontales y la bulla auditiva, éstas son mayores
en Odocoileus que en Mazama, ademas de
las diferencias ostensibles en la cornamenta
de los machos, y el hecho de que un analisis
discriminante lineal basado en 31 variables
reclasifico con una probabilidad del 100 % los
39 craneos analizados en tres grupos “a priori”
designados (O. virginianus del Sudeste USA,
O. virginianus del Surinam y M. americana
del Surinam), otras caracteristicas diferenciales
esperadas entre ambas especies no se dieron.
Por ejemplo, con las mismas 31 variables
craneométricas, un craneo de M. americana
del Surinam reclasificé con un 100 % de pro-
babilidades con los O. virginianus del Surinam
(con datos directos no transformados), y con
un 99.75 % con los O. virginianus de Sudeste
USA (datos ajustados por tamafio), y no con
la agrupacion compuesta por M. gouzaoubira.
Los ejemplares de O. virginianus del Surinam
poseen una anchura maxilar mas estrecha que
los especimenes de la misma especie proceden-
te del Sudeste de USA, mientras que ocurre,
exactamente, lo mismo, entre las dos especies
de Mazama de ese mismo pais. M. america-
na posee una menor anchura maxilar que M.
gouazoubira. Esos mismos autores (Smith et
al. 1986), usando 19 loci bioquimicos y la dis-
tancia genética de Nei (1972), encontraron que
ésta era igual a 0.236 entre las dos especies de
Mazama, mientras que esa distancia genética
era notablemente inferior entre O. virginianus
del Sudeste USA y M. americana (D=0.148),
y entre O. virginianus del Surinam y M. ame-
ricana (D=0.063). Las distancias entre las dos
formas de Odocoileus respecto a M. goua-
zoubira del Surinam fueron considerablemente
mayores (D=0.378 y D=0.271, respectivamen-
te). Los resultados de esos autores y, espe-
cialmente, los datos reportados en el presente
andlisis con la region de control mitocondrial y
los loci nucleares microsatélites, induce a pen-
sar que se debe realizar una profunda revision
taxondmica del género Mazama, ya que podria
ser un género polifilético. Esto es, el ejemplar
de Mazama de origen mexicano podria ser
un verdadero representante de M. americana,
mientras que los animales bolivianos pudieran
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ser Unicamente representativos de M. goua-
zoubira. Eso indicaria que esos dos taxones, no
Unicamente son especies diferentes, si no que el
género Mazama podria ser desdoblado en dos
géneros diferentes, al menos. Se conocen restos
asignables a M. gouazoubira procedentes del
Pleistoceno de Lagoa Santa y del valle del Rio
das Velhas (Brasil) (Lund 1950). Luego, este es
un taxdn antiguo. Ademas, aunque en algunos
lugares se puede dar simpatria entre ambas
formas, por ejemplo, en Tucuman (Argentina)
0 en la zona boliviana objeto de estudio, M.
gouazoubira vive hasta los 600-900 m de alti-
tud, a partir de la cual, es reemplazada por M.
americana (Richard et al. 1995). La primera
forma prefiere zonas abiertas y alteradas, mien-
tras que la segunda prefiere zonas primarias y
selvas mas cerradas. En las zonas secas como
El Chaco, la forma gouazoubira prefiere zonas
xerdfitas, y la forma americana zonas hime-
das. Todo ello conjuntamente nos induce a pen-
sar en que ambos taxones forman, en realidad,
dos géneros diferentes. El primer género estaria
mas intimamente relacionado con Odocoileus,
y el segundo estaria mas relacionado con
Ozotoceros y Pudu y, quiza, presumiblemente,
con Blastocerus.

Un segundo aspecto filogenético intere-
sante hace referencia a la mayor relacion
existente entre el haplotipo mitocondrial de
O. virginianus 2 (Colombia) con el haplotipo
mitocondrial de O. hemionus norteamericano
que con los restantes haplotipos de O. virgini-
anus (también colombianos). Este es un género
que presenta una extensa variabilidad genética
en su seno revelada por diversos trabajos lle-
vados a cabo con poblaciones y subespecies
norteamericanas. Por ejemplo, Cronin et al.
(1988) descubrieron que dos O. virginianus
procedentes de Illinois (t=0.0051) presentaban
mayor divergencia genética mitocondrial entre
ellos que con respecto a algunos ejemplares de
Illinois y Georgia (n=0.0026-0.0055). En las
muestras de los especimenes colombianos, la
divergencia genética es todavia mas considera-
ble a nivel mitocondrial que en el caso citado
anteriormente con ejemplares norteamericanos
de O. virginianus, aunque no asi a nivel de los
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microsatélites nucleares para los que no fueron
heterogéneos significativamente. Las diferen-
cias moleculares detectadas, para la region de
control del ADN mitocondrial, entre ejempla-
res norteamericanos de O. virginianus y O.
hemionus columbianus fueron 69 transiciones,
21 transversiones y seis deleciones/insercio-
nes con n=0.0758 y un tiempo de divergencia
estimado entre ambos taxones de 351 000 afios
(Polziehn y Strobeck 1998). Valores de diver-
gencia genética similares, entre esas dos formas
biogeograficamente separadas, han sido encon-
tradas por otros autores (Carr et al. 1986, 1993,
Cronin et al. 1988). También, utilizando 18
isoenzimas, Vaughan et al. (1994) encontraron
distancias genéticas elevadas entre muestras de
O. virginianus procedentes de Georgia (USA),
laisla San Lucas (Costa Rica) y Surinam, espe-
cialmente entre las muestras de Estados Unidos
y Costa Rica. Sin embargo, entre otras subespe-
cies de O. virginianus en Norteamérica, y entre
éstas y algunas poblaciones de O. hemionus,
las diferencias genéticas son muy pequefias.
Por ejemplo, Hillestad (1984) encontrd una
distancia de Nei (D=0.023) muy pequefia entre
cuatro subespecies de O. virginianus norteame-
ricanos. Incluso, Baccus et al. (1983) detecta-
ron una distancia genética no excesivamente
grande entre O. virginianus y O. hemionus en
Norteamérica (D=0.149). Este valor encon-
trado corresponde a una distancia genética
tipicamente de especies congenéricas o subes-
pecies. Cronin et al. (1988), haciendo uso de
un analisis con endonucleasas de restriccion
aplicadas al ADN mitocondrial, encontraron
un valor de diversidad nucleotidica sumamen-
te pequefia (n=0.0057) entre ambas especies,
valor parecido al encontrado por Carr et al.
(1986) entre ambas formas en Texas (p=0.008).
Cruzamientos en cautiverio entre esas dos
especies han sido reportados por diversos auto-
res (Whitehead 1972, Wallmo 1981, Derr et
al. 1991). Pero, también, se ha encontrado
hibridacion interespecifica entre ambas formas
de Odocoileus en poblaciones naturales de la
Columbia Britanica (Cowan 1962), Alberta
(Wishart 1980, Hughes 1990), Sur Oeste USA
(Derr 1991), Pacifico Noroeste (Cronin 1991)
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y Texas (Carr et al. 1986, Ballinger et al.
1992). Carr y Hughes (1993) amplificaron
359 pb del gen citocromo b mitocondrial de
157 ejemplares de Odocoileus. Estos autores
mostraron que en el oeste de Texas, donde
viven simpétricamente las formas O. virgi-
nianus texanus y O. hemionus crooki, todos
los individuos analizados poseyeron un Unico
haplotipo mitocondrial comdn y que pertene-
ci6 al clado de los haplotipos de O. hemionus.
Esto indica que existi0 introgresion genética
de ADN mitocondrial desde O. hemionus a
O. virginianus. Las poblaciones del Sur Oeste
USA vy, especialmente, las de Texas son las
que muestran un mayor grado de hibridacion
entre ambas especies de Odocoileus. Para el
locus Albimina, ambas especies estan fijadas
para diferentes alelos (Cronin et al. 1988). Sin
embargo, en la localidad texana de Pecos Co,
el 13 % de O. hemionus y el 24 % de los O.
virginianus mostraron genotipos heterocigotos
con ambos alelos (Ballinger et al. 1992) y
todos los O. hemionus, y la mayoria de los O.
virginianus, compartieron un mismo mapa de
restriccion del ADN mitocondrial (Carr et al.
1986). Una posibilidad es que algunos de esos
haplotipos mitocondriales (linajes maternos)
estuvieran ya presentes en las formas ancestra-
les que darian, posteriormente, a ambas espe-
cies de Odocoileus y que se hubieran repartido
asimétricamente. Una segunda posibilidad es
que se haya dado extensiva hibridacion entre
ambas especies y en el proceso de colonizacién
de O. virginianus hacia Centro y Suramérica,
esta especie haya portado haplotipos mitocon-
driales caracteristicos de los O. hemionus nor-
teamericanos. Una tercera posibilidad es que
O. virginianus se haya derivado recientemente
de O. hemionus, aunque los datos paleontol6gi-
COS NO parecen estar en concordancia con esta
ltima hipotesis (Kurtén y Anderson 1980).
Cualquiera de las diversas hipotesis invocadas
podria explicar la existencia de una fuerte rela-
cién entre un haplotipo mitocondrial en un O.
virginianus colombiano y O. hemionus.

Con los métodos de maxima parsimonia,
se observO que los Muntiacinae (Muntiacus
y Elaphodus) formaron un clado sélido con
cierto grupo de Odocoileinae, concretamente
con los Mazama bolivianos, Ozotoceros y
Pudu. Polziehn y Strobeck (1998) observa-
ron que otro género de Cervidae, Hydropotes
(subfamilia Hydropotinae), en algunos analisis,
se agrupaba con Mazama. Ellos justificaron
este hecho porque la estructura telemetacarpal,
la gran apertura del canal temporal, tamafio
similar, hembras con cuatro mamas, caninos
como colmillos y gran habilidad para nadar
son comunes para el Odocoileinae, Mazama
y el Hydropotinae, Hydropotes. Algo similar
podria ocurrir entre los Muntiacinae y algu-
nos Odocoileinae. De hecho, Comincini et al.
(1996), utilizando RAPD con ocho cebadores
diferentes, detectaron una considerable rela-
cion entre O. hemionus hemionus y M. muntjac
vaginalis, aunque la relacion de este dltimo con
C. capreolus, un Odocoileinae europeo, fue
ostensiblemente menor.

A partir de los arboles de maxima par-
simonia obtenidos con los alelos de los loci
microsatélites se observd también la citada y
considerable relacion entre O. virginianus y
M. americana, mas otras relaciones filogenéti-
cas interesantes. Por ejemplo, se presenta una
relacion estrecha entre M. gouazoubira y C.
capreolus. Estos dos clados siempre forman un
grupo hermano y, a continuacién, encontramos
la divergencia de B. dichotomus seguido por
la divergencia de H. antisensis. Las relacio-
nes entre las demas especies no fueron tan
claras, especialmente debido al bajo ndmero
de muestras analizadas para cada una de ellas.
Aungue los marcadores microsatélites no se
utilizan tradicionalmente para la configura-
cion de filogenias intergenéricas, observamos
en este caso una fuerte congruencia con lo
encontrado a partir de la secuenciacion de la
region de control mitocondrial. Un exhaustivo
andlisis molecular, empleando genes nucleares
y mitocondriales, es requerido para clarificar
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definitivamente la sistematica y la filogenia de
los ciervos neotropicales.
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RESUMEN

El presente trabajo muestra dos analisis moleculares
sobre la filogenia de los cérvidos neotropicales. En uno se
secuencid la region control del mtDNA (D-loop) de seis
especies de Odocoileinae, utilizaindose las secuencias de
dos Muntiacinae como elementos externos. Se evidencia-
ron los siguientes resultados: La secuencia de una Mazama
americana, de origen mexicano, presenté una fuerte rela-
cion filogenética con las diversas secuencias estudiadas
de Odocoileus, contrario a lo esperado ya que, a priori,
deberia haberse asociado con las secuencias analizadas
de otros ejemplares de Mazama de origen boliviano. Esto
pone en evidencia que este género no es monofilético.
A su vez, las secuencias de los ejemplares bolivianos de
Mazama formaron una agrupacion con secuencias de Pudu
puda y O. bezoarticus. Una secuencia de O. virginianus,
del area central de Colombia, presenté mas relacién con la
secuencia de un O. hemionus norteamericano que con las
restantes secuencias analizadas de O. virginianus, también
de origen colombiano. Esto puede reflejar varias explica-
ciones hipotéticas, tales como la existencia de haplotipos
ancestrales comunes entre ambas especies de Odocoileus,
hasta la hibridacién en Norteamérica entre ambos taxones
antes de su penetracion en Sudamérica. Los andlisis de
méaxima parsimonia presentan una especial relacién entre
los Muntiacinae y el clado de los ciervos sudamericanos.
El segundo anélisis filogenético hizo uso de 16 marcado-
res nucleares microsatélites. Aunque, en principio, estos
marcadores no son los mas recomendables para estudios
filogenéticos intergenéricos, los resultados muestran, al
igual que el ADN mitocondrial, una mayor relacién entre
M. americanay O. virginianus que entre la primera especie
y M. gouzaoubira.
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