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Abstract:
Restriction enzyme analyses of mitochondrial DNA (mtDNA) of six artiodactyl species and two bear
species were employed to estimate genetic divergence between groups. Estimates of base substitutions
per nucleotide were 0.000-0.008 for intra-species, 0.058-0.085 for intra-family, inter-species and
0.113-0.198 for inter-family comparisons. From these, estimates of divergence time between taxa were
made which were generally consistent with estimates from the fossil record for species which diverged
less than 5 million years ago. My estimates for species with older divergence times are probably
underestimates.

Comparisons of white-tailed deer and mule deer in Montana revealed species specificity of serum
albumin and mtDNA and a probable low level of inter-species hybridization. Despite the species
specificity of mtDNA, genetic divergence estimates between the species in Montana ate of the same
magnitude as intra-species comparisons of other groups suggesting introgression of white-tailed deer
mtDNA into mule deer populations in the past.
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ABSTRACT

R e s t r i c t i o n  enzyme a n a l y s e s  o f  m i t o c h o n d r i a l  DNA (mtDNA) o f  s i x  
a r t i o d a c t y l  s p e c i e s  an d  t w o  b e a r  s p e c i e s  w e r e  e m p l o y e d  t o  e s t i m a t e  
g e n e t i c  d i v e r g e n c e  b e t w e e n  g r o u p s .  E s t i m a t e s  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  
p e r  n u c l e o t i d e  w e r e  0 . 0 0 0 - 0 . 0 0 8  f o r  i n t r a - s p e c i e s ,  0 . 0 5 8 - 0 . 0 8 5  f o r  
i n t r a - f a m i l y ,  i n t e r -  s p e c i e s  a n d  0 . 1 1 3 - 0 . 1 9 8  f o r  i n t e r - f a m i l y  
c o m p a r i s o n s .  From t h d s e ,  e s t i m a t e s  o f  d i v e r g e n c e  t i m e  be tw e en  t a x a  
w e r e  m ade  w h i c h  w e r e  g e n e r a l l y  c o n s i s t e n t  w i t h  e s t i m a t e s  f r o m  t h e  
f o s s i l  r e c o r d  f o r  s p e c i e s  w h i c h  d i v e r g e d  l e s s  t h a n  5 m i l l i o n  y e a r s  
ago.  My e s t i m a t e s  f o r  s p e c i e s  w i t h  o l d e r  d i v e r g e n c e  t i m e s  a r e  p r o b a b l y  
u n d e r e s t i m a t e s .

C o m p a r i s o n s  o f  w h i t e - t a i l e d  d e e r  a nd  m u l e  d e e r  i n  M o n ta n a  
r e v e a l e d  s p e c i e s  s p e c i f i c i t y  o f  se rum a lb u m in  and mtDNA and a p r o b a b l e  
l o w  l e v e l  o f  i n t e r - s p e c i e s  h y b r i d i z a t i o n .  D e s p i t e  t h e  s p e c i e s  
s p e c i f i c i t y  o f  mtDNA, g e n e t i c  d i v e r g e n c e  e s t i m a t e s  b e tw e e n  t h e  s p e c i e s  
i n  Montana a t e  o f  t h e  same m a g n i tu d e  a s  i n t r a - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  o f  
o t h e r  g ro u p s  s u g g e s t i n g  i n t r o g r e s s i o n  of  w h i t e - t a i l e d  d e e r  mtDNA i n t o  
mule  d e e r  p o p u l a t i o n s  i n  t h e  p a s t .
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INTRODUCTION

B e f o r e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m o l e c u l a r  g e n e t i c  t e c h n i q u e s  i n  t h e  

1 9 5 0 ' s  t h e  a s s e s s m e n t  o f  v a r i a b i l i t y  w i t h i n  an d  b e t w e e n  n a t u r a l  

p o p u l a t i o n s  f e l l e d  m a i n l y  on t h e  d e s c r i p t i o n  an d  m e a s u r e m e n t  o f  

m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s .  M o r p h o l o g i c a l  t r a i t s  a r e  u s u a l l y  r e l i a b l e  

f o r  i n d e n t i f c a t i o n  o f  s p e c i e s  and a r e  t r a d i t i o n a l l y  u s e d  a t  a l l  l e v e l s  

o f  t a x o n o m i c  c l a s s i f i c a t i o n .  F o r  som e a n i m a l s ,  n o t a b l y  D r o s o p h i l a  

s P P m  r o d e n t s  and d o m e s t i c  l i v e s t o c k ,  c o n t r o l l e d  b r e e d i n g  s t u d i e s  have  

a l l o w e d  e s t i m a t i o n  o f  t h e  h e r i t a b i l i t i e s  o f  v a r i o u s  m o r p h o l o g i c a l  

t r a i t s  s u c h  a s  c o a t  c o l o r  o r  b o d y  s i z e  ( F a l c o n e r ,  1964 ;  L e w o n t i n ,  

1974) .

To. a c c u r a t e l y  a s s e s s  t h e  g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  w i t h i n  o r  b e tw e e n  

p o p u l a t i o n s  know ledge  o f  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  o r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  

m u s t  b e  a v a i l a b l e .  F o r  some m o r p h o l o g i c a l  t r a i t s ,  s u c h  a s  M e n d e l ' s  

p e a  f l o w e r  c o l o r s ,  s i n g l e  a l l e l i c  d i f f e r e n c e s  c o r r e s p o n d  t o  

r e c o g n i z e a b l e  p h e n o t y p i c  d i f f e r e n c e s .  H o w e v e r ,  m uch  o f  o b s e r v a b l e  

p h e n o t y p e s  i s  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  p o l y g e n e s  so  s i m p l e  a l l e l i c  

d e t e r m i n a t i o n s  a r e  n o t  p o s s i b l e .  P l e i o t r o p h i c  e f f e c t s  o f  s i n g l e  genes  

may f u r t h e r  c o m p l i c a t e  a n a l y s i s .  A l s o ,  i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s ,  t h e  

e f f e c t  o f  e n v i r o n m e n t  on p h e n o t y p e  m ay  b e  s i g n i f i c a n t  a n d  

i n d i s t i n g u i s h a b l e  f rom g e n e t i c  e f f e c t s .  For  example  Mayr (1970)  n o t e s  

t h a t  B r i t i s h  r e d  d e e r  ( C e r v u s  e l a p h u s  s c o t i c u s ) t r a n s p l a n t e d  t o  New 

Z e a la n d  a c q u i r e d  t h e  p h e n o ty p e  o f  a d i f f e r e n t  r a c e  w i t h i n  one o r  two 

g e n e r a t i o n s .  T h i s  g e n e r a l  l a c k  o f  a  I s l  c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n
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g e n o t y p e  an d  p h e n o t y p e  p r e v e n t s  e n u m e r a t i o n  o f  g e n o t y p e s  and a l l e l e  

f r e q u e n c i e s  f o r  m o s t  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s  when o n l y  m o r p h o l o g i c a l  

t r a i t s  a r e  s t u d i e d .

For  many e x t a n t  and f o s s i l  l a r g e  mammals,  s p e c i e s  and s u b s p e c i e s  

d e s i g n a t i o n s  h a v e  b e e n  b a s e d  on v a r i a t i o n s  i n  t r a i t s  s u c h  a s  s i z e ,  

c o l o r a t i o n  o r  h o r n  a n d  a n t l e r  m o r p h o l o g y .  F o r  e x a m p l e  t h i r t y  

s u b s p e c i e s  of  w h i t e - t a i l e d  d e e r  (O d o c o i l e u s  v i r g i n i a n u s )  (Bake r ,  1984) 

a n d  e i g h t  s u b s p e c i e s  o f  m u l e  d e e r  ( 0 . h e m i o n u s ) ( W a l I m d , 1981 )  a r e  

r e c o g n i z e d .  Knowledge o f  i n t r a - s p e c i e s  m o r p h o l o g i c a l  v a r i a t i o n  i s  

u s e f u l  f o r  s p e c u l a t i o n  on  t h e  l o c a l  a d a p t i v e n e s s  o f  t r a i t s  o r  g e n e  

f l o w  b e t w e e n  a r e a s  b u t  u s u a l l y  a q u a n t i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  

e n v i r o n m e n t a l  and g e n e t i c  c o n t r i b u t i o n s  t o  o b s e rv e d  v a r i a t i o n  i s  n o t  

p o s s i b l e .

The  u s e  o f  m o l e c u l a r  g e n e t i c ,  t e c h n i q u e s  a l l o w s  q u a n t i t a t i v e  

a n a l y s i s  o f  a c t u a l  g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  o r g a n i s m s ,  a l t h o u g h  n o t  

n e c e s s a r i l y  a s s e s s m e n t  o f  t h e  a d a p t i v e  v a l u e  o f  t h e  v a r i a t i o n  

o b s e r v e d .  Morphology ,  p h y s i o l o g y  and e c o l o g y  must  a l s o  be s t u d i e d  to  

g a i n  i n s i g h t  i n t o  a d a p t i v e  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  o r g a n i s m s .

P r o t e i n  e l e c t r o p h o r e s i s  can  d e t e c t  d i f f e r e n c e s  i n  p r o t e i n  s i z e  o r  

c h a r g e  c a u se d  by d i f f e r e n c e s  i n  am ino  a c i d  se quenc e .  S i n c e  amino  a c i d  

s e q u e n c e  i s  d e t e r m i n e d  by  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e ,  t h e s e  p r o t e i n  

v a r i a t i o n s  can  be i n t e r p r e t e d  a s  a l l e l i c  d i f f e r e n c e s  a t  s p e c i f i c  l o c i .  

S i n c e  i t s  f i r s t  a p p l i c a t i o n  t o  p o p u l a t i o n  g e n e t i c s  ( H a r r i s ,  1 9 6 6 ;  

L e w o n t i n  an d  H ubby ,  1 9 6 6 )  p r o t e i n  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  g r e a t l y  

i n c r e a s e d  o u r  knowledge  o f  g e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s .  

E x a m p l e s  i n c l u d e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p o p u l a t i o n  s u b d i v i s i o n  i n  w h i t e ­
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t a i l e d  d e e r  ( S m i t h  e t  a I . ,  1 9 8 4 )  an d  m o o s e  ( A l c e s  a l c e s )  ( C h e s s e r  e t  

a l . ,  1 9 8 2 ) ,  an d  g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  s u b s p e c i e s  o f  r e d  d e e r  

( C e r v u s  e l a p h u s ) ( G y l l e n s t e n . e t  a l . ,  1983 )  and  s u n f i s h  (L e p o r o i s  

m a c r o c h i r u s ) (A v ise  e t  a l . ,  1984) . E l e c t r o p h o r e s i s  h a s  a l s o  been  u s e d  

t o  i d e n t i f y  s p e c i e s - s p e c i f i c  f o r m s  o f  v a r i o u s  p r o t e i n s  i n  b e a r s  

( W o l f e ,  1 9 8 3 )  a nd  c e r v i d s  ( M c C ly m o n t  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  an d  t o  e s t i m a t e  

t h e  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  s e v e r a l  a r t i o d a c t y l  s p e c i e s  ( Baccus e t  

a l . ,  1 9 8 3 ) .

R e c e n t l y  t h e  a n a l y s i s  o f  n u c l e i c  a c i d s  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  

s t u d y  o f  p o p u l a t i o n  g e n e t i c s  an d  t a x o n o m y .  F o r  e x a m p l e ,  S i b l e y  an d  

A h l q u i s t  (1983,  1984) ,  u s i n g  DNA-DNA h y b r i d i z a t i o n ,  have  r e v i s e d  t h e  

taxonomy o f  b i r d s  and p r i m a t e s , e s t i m a t i n g  r e l a t e d n e s s  o f  g roups  from 

s i m i l a r i t y  o f  chrom osomal  DNA se q u en c e .

I n  t h e  l a s t  t e n  y e a r s  v a r i a t i o n s  i n  m i t o c h o n d r i a l  DNA (mtDNA) 

h a v e  b e e n  s t u d i e d  t o  a s s e s s  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s ,  

p o p u l a t i o n s  and s p e c i e s .  Mammalian mtDNA i s  a s u p e r c o i l e d  c i r c u l a r  

m o l e c u l e  a b o u t  1 6 - 1 7  k i l o b a s e s  ( k b )  i n  l e n g t h .  B e c a u s e  o f  i t s  

r e l a t i v e l y  s m a l l  s i z e ,  mtDNA i s  e a s i l y  i s o l a t e d  w i t h o u t  b r e a k a g e  and 

t h e  e n t i r e  m o l e c u l e  c a n  be s u b j e c t e d  t o  a n a l y s e s .  Mammalian mtDNA i s  

s t r u c t u a l l y  an  e x t r e m e l y  c o n s e r v a t i v e  m o l e c u l e  compared  t o  n u c l e a r  DNA 

w hich  has  lo n g  n o n - c o d i n g  o r  d u p l i c a t i v e  s e q u e n c e s .  A lm o s t  a l l  o f  t h e  

m a m m a l i a n  mtDNA m o l e c u l e  c o n s i s t s  o f  f u n c t i o n a l  c o d i n g  s e q u e n c e s  

( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .

There  i s  s u b s t a n t i a l  e v id e n c e  t h a t  mtDNA i s  homogeneous w i t h i n  

i n d i v i d u a l s  and m a t e r n a l l y  i n h e r i t e d  w i t h o u t  m e i o t i c  r e c o m b i n a t i o n  v i a  

o o c y t e  c y t o p l a s m  ( A v ise  e t  a l . ,  1979a,  1979b) . P o s s i b l e  e x c e p t i o n s  t o
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t h e s e  t e n e t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  C o o t e  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  s l i g h t  

d i f f e r e n c e s  i n  mtDNA f r o m  t h e  l i v e r  a n d  b r a i n  o f  t h e  s a m e  ox (B os  

t a u r u s ) . H a u s w i r t h  and L a i p i s  (1982)  found a v a r i a n t  mtDNA ge no type  

i n d e p e n d e n t l y  a r i s i n g  f i v e  t i m e s  i n  one m a t e r n a l  l i n e a g e  o f  c a t t l e .  

These a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  t h e  two g e n o t y p e s  i n  one m a t e r n a l  l i n e a g e  

r e s u l t  f rom  i n t r a - i n d i v i d u a l  h e t e r o g e n e i t y  p o s s i b l y  d u e  t o  p a t e r n a l  

i n h e r i t a n c e ,  m a t e r n a l  n u c l e a r  g e n e  e f f e c t s  on mtDNA o r  s i m p l y  

s e g r e g a t i o n  o f  m u l t i p l e  g e n o ty p e s  w i t h i n  an  o o c y te .  H a r r i s o n  e t  a l .  

( 1 9 8 5 )  n o t e d  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  s i z e  o f  mtDNA m o l e c u l e s  i n  

i n d i v i d u a l  c r i c k e t s  (Gry l lu s , ) .  In  mammalian  s t u d i e s ,  how ever ,  i n t r a ­

i n d i v i d u a l  h o m o g e n e i ty  and m a t e r n a l  i n h e r i t a n c e  seem t o  be t h e  r u l e  

( L a n s m a n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .

M i t o c h o n d r i a l  DNA f r o m  h u m a n s  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  c a t t l e  

( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a n d  m i c e  ( Mus) ( B i b b  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  h a s  b e e n  

c o m p l e t e l y  s e q u e n c e d ,  a l l o w i n g  c o m p a r i s o n s  o f  e n t i r e  m i t o c h o n d r i a l  

genomes.  Seq u e n c in g  i s  t i m e  consuming  and e x p e n s i v e ,  how ever ,  and n o t  

n e c e s s a r y  f o r  r o u t i n e  p o p u l a t i o n  g e n e t i c  a n a l y s i s .  P o p u l a t i o n  s t u d i e s  

i n v o l v i n g  mtDNA u s u a l l y  i n v o l v e  t h e  i s o l a t i o n  o f  mtDNA f o l l o w e d  b y  

t r e a t m e n t  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s .  These enzymes  r e c o g n i z e  a 

s p e c i f i c  s e q u e n c e  o f  4,  5 ,  o r  6 n u c l e o t i d e s  an d  c l e a v e  t h e  m o l e c u l e  

e a c h  t i m e  t h e  s e q u e n c e  i s  e n c o u n t e r e d .  The r e s u l t i n g  DNA f r a g m e n t s  

v a r y  i n  n u m b e r  a n d  s i z e  d e p e n d i n g  on t h e  n u m b e r  a n d  l o c a t i o n  o f  

c l e a v a g e  s i t e s .  The DNA f r a g m e n t s  a r e  s e p a r a t e d  on t h e  b a s i s  o f  s i z e  

by e l e c t r o p h o r e s i s  and v i s u a l i z e d  by s t a i n i n g . o r  a u t o r a d i o g r a p h y .  The 

s i z e  o f  t h e  DNA f r a g m e n t s  c a n  b e  e s t i m a t e d  by  c o m p a r i s o n s  w i t h  

s t a n d a r d s  o f  known s i z e  and p a t t e r n s  o f  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  compared .
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A c o m p l e t e  r e v i e w  o f  t h e  t e c h n i q u e  i s  g i v e n  by Lansman e t  a l .  (1981) .

The t y p e  o f  a n a l y s i s  o f  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  r e c o m m e n d e d  f o r  

p o p u l a t i o n  s u r v e y s  ( U p h o l t , 1 9 7 7 ;  N e i  a nd  L i ,  1 9 79 ;  L a n s m a n  e t  a l . , 

1981) i n v o l v e s ,  f o r  e a c h  d i f f e r e n t  enzyme d i g e s t i o n ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

f r a g m e n t s  common t o  t h e  i n d i v i d u a l s  compared .  The common f r a g m e n t s  

a r e  a s s u m e d  t o  b e  h o m o l o g o u s  ( g e n e r a t e d  by  c u t s  a t  c l e a v a g e  s i t e s  

s h a r e d  by d e s c e n t ) .  The p r o p o r t i o n  o f  s h a r e d  f r a g m e n t s  i s  c a l c u l a t e d  

a n d  f r o m  t h i s  t h e  n u m b e r  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  p e r  n u c l e o t i d e  i s  

e s t i m a t e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  (U p h o l t ,  1977) . Brown 

e t  a l .  ( 1 979 )  and  F e r r i s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 a , 1983b)  e s t i m a t e d  t h e  r a t e  o f  

n u c l e o t i d e  s u b s t i t u t i o n  i n  mtDNA t o  be 2-4% p e r  m i l l i o n  y e a r s .  Using 

t h i s  r a t e ,  d i v e r g e n c e  t i m e  b e tw e e n  two m i t o c h o n d r i a l  genomes can  be 

e s t i m a t e d .

A n a l y s e s  o f  mtDNA i n  p o p u l a t i o n s  o f  m ic e  (P e rom yscus  m a n i c u l a t u s , 

P. p o l i o n o t u s ) a n d  p o c k e t  g o p h e r s  ( Georoys p i n e t i s ) ( A v i s e  e t  a l . ,  

1 9 7 9 a ,  19 7 9 b )  h a v e  r e v e a l e d  l o w  l e v e l s  o f  mtDNA d i v e r g e n c e  i n  l o c a l  

p o p u l a t i o n s  a nd  i n c r e a s i n g  l e v e l s  o f  d i v e r g e n c e  i n  g e o g r a p h i c a l l y  

s e p a r a t e d  p o p u l a t i o n s  and b e tw e e n  s p e c i e s .  E v id e n ce  o f  i n t r o g r e s s i o n  

o f  mtDNA f rom  one s p e c i e s  o r  s u b s p e c i e s  i n t o  a n o t h e r  h a s  b e e n  found i n  

m i c e  ( M us) ( F e r r i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) ,  d e e r  ( O d o c o i l e u s ) ( C a r r ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) , s u n f i s h  (L e p o m i s ) ( A v i s e  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) ,  f r o g s  (R a n a ) 

( S p o l s k y  a n d  U z z e l l ,  1986 )  and  D r o s o p h i l a  ( P o w e l l ,  1 9 8 3 ) .  W r i g h t  e t  

a l .  (1983)  u s e d  mtDNA a n a l y s i s  t o  i n f e r  t h a t  t h e  l i z a r d ,  Cnemidophorus  

g u l a r i s , was  t h e  m a t e r n a l  p a r e n t a l  s p e c i e s  i n v o l v e d  i n  t h e  c r e a t i o n  o f  

C. I a r e d o e n s i s  by h y b r i d i z a t i o n  w i t h  C. s e x l i n e a t u s .

B r o a d e r  t ax o n o m ic  s u r v e y s  u s i n g  mtDNA i n c l u d e  a n a l y s e s  o f  g e n e t i c
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d i v e r g e n c e s  o f  t h e  mtDNA o f  hum an  a n d  n o n - h u m a n  p r i m a t e s  (Brown  e t  

a l . ,  1 9 7 9 ) ,  s h e e p  ( O v i s ) a n d  g o a t s  ( C a p r a ) ( U p h o l t  a n d  D a w id ,  1 9 7 7 ) ,  

s p e c i e s  o f  r a t s  (R a t t u s )  (Brown and S impson,  1981),  m i c e  ( Mus) ( F e r r i s  

e t  a l . ,  l983fe)  a n d  s e v e r a l  b r e e d s  o f  p i g s  ( S u s ) ( W a t a n a b e  e t  a l . , 

1 9 8 5 ) .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  show n  t h a t  a n a l y s i s  o f  mtDNA w i t h  

r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  c a n  b e  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  a m o u n t  o f  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s ,  p o p u l a t i o n s  and 

s p e c i e s .

The  f o s s i l  r e c o r d , m o r p h o l o g y  an d  p r o t e i n  p h e n o t y p e s  g i v e  

i n d i c a t i o n s  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  d i f f e r e n t  N o r t h  A m e r i c a n  

a r t i o d A c t y l s  a n d  u r s i d s .  T h e  f a m i l i e s  C e r v i d a e ,  B o v i d a e  a n d  

A n t i l o c a p r i d a e  a r e  b e l i e v e d  t o  have  s p l i t  i n  t h e  Miocene 20 -30  m i l l i o n  

y e a r s  b e f o r e  t h e  p r e s e n t  (mybp)  ( R o m e r ,  1966.).  The m o r p h o l o g i c a l l y  

d i s t i n c t  c e r v i d  s u b f a m i l i e s  C e r v i n a e  an d  O d o c o i l i n a e  may a l s o  h a v e  

d i v e r g e d  i n  t h e  M i o c e n e  ( O s b o r n ,  1910 ;  S c o t t ,  1937 ;  G e i s t , 1 9 8 1 ) .  

Many e x t a n t  s p e c i e s  i n  t h e  c e r v i d ,  b o v i d  an d  u r s i d  f a m i l i e s  a r e  

t h o u g h t  t o  h a v e  o r i g i n a t e d  i n  t h e  P l i o c e n e  o r  P l e i s t o c e n e  ( K u r te"6 , 

1968; K u r t d i i  an d  A n d e r s o n ,  1 9 8 0 ) .  G e n e t i c  d i s t a n c e  e s t i m a t e s  f o r  

a r t i o d a c t y l s  f r o m  p r o t e i n  e l e c t r o p h o r e s i s  g e n e r a l l y  a g r e e  w i t h  

r e l a t i v e  d i v e r g e n c e  a s  i n d i c a t e d  by morphology  and t h e  f o s s i l  r e c o r d  

( B a c c u s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

Mule d e e r  and w h i t e - t a i l e d  d e e r  a r e  s y m p a t r i c  i n  p a r t s  o f  w e s t e r n  

N o r t h  A m e r i c a .  E a c h  s p e c i e s  h a s  d i s t i n c t i v e  m o r p h o l o g y  ( W i s h a r t ,  

1980) ,  b e h a v i o r  ( G e i s t ,  1981) ,  h a b i t a t  p r e f e r e n c e s  (M a c k ie ,  1981) and 

serum a l b u m i n  ( McClymont e t  a l . ,  1982) .  H y b r i d i z a t i o n  b e tw e e n  n a t u r a l  

p o p u l a t i o n s  o f  t h e s e  tw o  d e e r  s p e c i e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  A l b e r t a
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( W i s h a r t ,  1 9 8 0 )  and  o t h e r  a r e a s  ( K r a m e r , .  1 9 7 3 ) .  W l s h a r t  ( p e r s o n a l  

c o m m u n ic a t io n )  n o t e d  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s ,  p a r t i c u l a r l y  m e t a t a r s a l  

g l a n d  l e n g t h ,  a s  i n t e r m e d i a t e  t o  e i t h e r  p a r e n t a l  t y p e  i n  h y b r i d s  f rom 

c o n t r o l l e d  b r e e d i n g  e x p e r i m e n t s .  M cClym ont  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  u s i n g  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  i d e n t i f i e d  s p e c i e s - s p e c i f i c  se rum 

a l b u m i n  p a t t e r n s  f o r  t h e  t w o  d e e r  s p e c i e s .  S u s p e c t e d  h y b r i d s  w i t h  

i n t e r m e d i a t e  m o r p h o l o g i e s  d i s p l a y e d  t h e  h e t e r o z y g o t e  p a t t e r n  o f  two 

a l b u m i n  b a n d s ,  one c h a r a c t e r i s t i c  o f  e a c h  s p e c i e s .  Kramer  (1973) f e l t  

t h a t  h y b r i d i z a t i o n  i n  n a t u r e  w o u l d  b e  m i n i m i z e d  by b e h a v i o r a l  

m e c h a n i s m s .  G e i s t  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  h a s  n o t e d  t h a t  t h e  

c o u r t s h i p  b e h a v i o r s  o f  t h e  two s p e c i e s  a r e  v e r y  d i f f e r e n t  and f e e l s  

t h a t  o n l y  m a l e  w h i t e t a i l  x  f e m a l e  m u l e  d e e r  c r o s s e s  a r e  l i k e l y  t o  

o c c u r .  H y b r i d s  f rom i n t e r - s p e c i f i c  c r o s s e s  i n  c a p t i v i t y  a r e  f e r t i l e  

( K r a m e r ,  1 9 7 3 ;  W a l l m o ,  1 9 8 1 ) ,  b u t  W i s h a r t  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  

r e p o r t e d  i n f e r t i l i t y ,  l o w  s p e r m  m o t i l i t y  an d  d e f o r m e d  s p e r m  i n  F - I  

h y b r i d  m a l e s  w h i l e  F - I  h y b r i d  f e m a l e s  a r e  f e r t i l e .  To o u r  knowledge  

t h e r e  i s  no  d o c u m e n t a t i o n  o f  h y b r i d s  b r e e d i n g  i n  t h e  w i l d .

W h i t e - t a i l e d  d e e r  and  mule  d e e r  a r e  found t h r o u g h o u t  Montana and 

a r e  o f t e n  c o n s i d e r e d  a s  h a b i t a t  s e p a r a t e d .  O v e r l a p  o f  r a n g e s  d o e s  

o c c u r  a n d  i t  i s  n o t  uncommon t o  s e e  b o t h  s p e c i e s  t o g e t h e r .  The 

s p e c i e s  c a n  be  c o n s i d e r e d  t o  be s y m p a t r i c  o r  p a r a p a t r i c  o v e r  m os t  o f  

M o n ta n a  a n d  i n t e r  b r e e d !  n g ^ i s ^ n o _ t _ _ n e c e s s a r i l y  p r e v e n t e d  by  s p a t i a l  

s e p a r a t i o n  (M a c k ie ,  p e r s o n a l  communc a t i o n ) . \

T h i s  s t u d y  was  c o n d u c t e d  t o  t e s t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  m u l e  d e e r  

a n d  w h i t e - t a i l e d  d e e r  a r e  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t ,  r e p r o d u c t i v e ! y 

i s o l a t e d  s p e c i e s  and t o  c h a r a c t e r i z e  i n t e r - s p e c i f i c  g e n e  f l o w  i f  i t
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o c c u r s .  I n  a d d i t i o n ,  I  a p p l i e d  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  a n a l y s i s  o f  

mtDNA t o  s e v e r a l  c e r v i d  ( e l k ,  Cervus e l a p h u s ,  w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  mule 

d e e r ) ,  b o v i d  ( b i s o n .  B i s o n  b i s o n , c a t t l e ) ,  a n t i l o c a p r i d  ( p r o n g h o r n ,  

A n t i l o c a p r a  a m e r i c a n a ) an d  u r s i d  ( b l a c k  b e a r ,  U r s u s  a m e r i c a n u s , 

g r i z z l y  b e a r ,  U. a t c t o s ) s p e c i e s  t o  e s t i m a t e  t h e  d e g r e e  o f  s e q u e n c e  

d i v e r g e n c e  and t i m e  o f  d i v e r g e n c e  o f  t h e  t a x a .
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MATERIALS AND METHODS 

Sample c o l l e c t i o n

T i s s u e s  ( 5 0 - 1 0 0  g r a m s  ( g )  o f  l i v e r ,  k i d n e y ,  b r a i n , o r  s k e l e t a l  

m u s c l e )  were  c o l l e c t e d  f rom a n i m a l s  k i l l e d  by h u n t e r s  o r  i n  c u l l i n g  

o p e r a t i o n s  d u r i n g  1 9 8 4 - 8 5  a nd  f r o z e n  a t  -20C .  F o r  m u l e  d e e r  a n d  

w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  was made by b i o l o g i s t s  o r  

h u n t e r s .  T a b le  I  l i s t s  t h e  s p e c i e s  and l o c a t i o n s  s a m p le d .

Albumin e l e c t r o p h o r e s i s

M ule  d e e r ,  b l a c k - t a i l e d  d e e r  ( 0 .  h .  s i t k e h s i s ) a n d  w h i t e - t a i l e d  

d e e r  w e r e  a n a l y s e d  e l e c t r o p h o r e t l e a l I y  f o r  serum a l b u m i n  pheno type
i

w i t h  m ethods  a d a p te d  from McClymbnt^ e t  a l .  (1982).  For  e a ch  d e e r  0.5 

g t i s s u e ,  u s u a l l y  s k e l e t a l  m u s c l e ,  w a s  g r o u n d  i n  I  m i l l i l i t e r  ( m l )  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  c e n t r i f u g e d  t e n  m i n .  a t  1 2 , 0 0 0  x g r a v i t y  ( g )  a n d  50 

m i c r o l i t e r s  ( u l )  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  m i x e d  w i t h  5 u l  b r o m p h e n o l  b l u e  

and  one  d r o p  o f  g l y c e r o l  b e f o r e  l o a d i n g  5 - 3 0  u l  o n t o  t h e  g e l .  G e l s  

were  6-15% l i n e a r  g r a d i e n t  p o l y a c r y l a m i d e  w i t h  a 5% s t a c k i n g  g e l .  The 

g e l  b u f f e r  was 1.5 M t r i s - H C l ,  pH 8.8 and t h e  e l e c t r o d e  b u f f e r  was 0.2 

M t r i s ,  1.5 M g l y c i n e - H C l ,  pH 8.3. V e r t i c a l  e l e c t r o p h o r e s i s  was done 

a t  100-200 v o l t s  f o r  5 -1 2  ho u r s .  I c e  packs  were  l a i d  a g a i n s t  t h e  g e l  

p l a t e s  d u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  p r e v e n t  o v e r h e a t i n g .  G e l s  w e r e  

s t a i n e d  i n  0.1% C o o m a s s i e  b l u e ,  10% a c e t i c  a c i d ,  45% m e t h a n o l  

( w t / v o l / v o l ) .  D e s t a i n i n g  w as  i n  10% a c e t i c  a c i d ,  45% m e t h a n o l  

i n i t i a l l y ,  f o l l o w e d  by s e v e r a l  w ashes  i n  7% a c e t i c  a c i d .
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Table  I .  S p e c i e s ,  s u b s p e c i e s  and l o c a t i o n s  s am pled .

S p e c i e s

W h i t e - t a i l e d  d e e r  ( 0 .  v .  v i r g i n i a n u s )

L o c a t i o n

C la rk e  Co. G e o r g ia

V . b o r e a l i s ) Montgomery Co. I l l .

" <0^ V  . d a k o t e n s i s ) Montana ( e a s t e r n )

" ( & . V 1 o c h r o u r u s ) Montana ( w e s t e r n )

Mule d e e r COju h • hemionus) Montana/Wyoming

B l a c k - t a i l e d  d e e r (0^ h . s i t k e i i s i s ) Kodiak I s .  Ak.

Elk (C1 e . n e l s o n ! ) Montana

Pronghorn (A1. a m e r i c a n a ) Montana

P l a i n s  b i s o n (B1 B1 b i s o n ) v a r i o u s  h e r d s  
s e e  t a b l e  3

Wood b i s o n (B1 B1 a t h a b a s c a e ) , E lk  I s .  N a t .  P a r k ,  
A l b e r t a

P r e su m p t iv e
p . b i s o n - w . b i s o n
h y b r i d s

N or thw es t  T e r r .  
Canada

C a t t l e
v a r i o u s  b r e e d s

(Bos t a u r u s ) Bozeman, Mt.

B la c k  b e a r (U1 a m e r i c a n u s ) Montana

G r i z z l y  b e a r (U1 a r c t o s ) Montana

M i t o c h o n d r i a l  DNA p u r i f i c a t i o n

For  mtDNA a n a l y s i s  b r a i n  t i s s u e  was  found t o  be  f a r  s u p e r i o r  t o  

o t h e r  t i s s u e s  f o r  e a s e  o f  h o m o g e n i z a t i o n  and d i g e s t i o n  o f  DNA. L i v e r  

and k i d n e y  gave  good y i e l d s  o f  mtDNA w h i c h  was s o m e t im e s  d i f f i c u l t  t o  

d i g e s t .  S k e l e t a l  m u s c l e  y i e l d e d  l o w e r  b u t  a d e q u a t e  am oun ts  o f  mtDNA.
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F r e s h  t i s s u e  was  b e s t , b u t  f r o z e n  s a m p l e s  a l s o  g a v e  g o o d  r e s u l t s  i f  

s t o r e d  l e s s  t h a n  two months .

S t a n d a r d  p r o c e d u r e s  f o r  e x t r a c t i o n  o f  mtDNA w e r e  a d a p t e d  f r o m  

P o w e l l  an d  Zu^figa ( 1 9 8 3 )  an d  D a v i s  e t  a l . ( 1 9 8 0 )  a n d  a r e  d e s c r i b e d  i n  

A p p e n d i x  A.

F o r  some o f  t h e  l i v e r  an d  k i d n e y  s a m p l e s  s t o r e d  f r o z e n  f o r  

e x te n d e d  p e r i o d s  p u r i f i c a t i o n  i n  c e s iu m  c h l o r i d e  (CsGl) g r a d i e n t s  was 

n e c e s s a r y  t o  a l l o w  d i g e s t i o n  w i t h  e n d o n u c l e a s e s .  I s o l a t i o n  and l y s i s  

o f  m i t o c h o n d r i a  were  done a s  i n  s t e p s  1-10  o f  t h e  s t a n d a r d  p r o c e d u r e s  

i n  A p p e n d i x  A. The p r o c e d u r e s  o f  L a n s m a n  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  f o r  CsCl  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  were  t h e n  f o l l o w e d .  G r a n u l a r  CsCl  (1.1 g) was 

a d d e d  t o  e a c h  m l  o f  l y s a t e  a l o n g  w i t h  0.2  ml  o f  a 10 m g / m l  e t h i d i u m  

b rom ide  s o l u t i o n .  T h i s  m i x t u r e  was p u t  i n t o  an u l t r a c e n t r i f u g e  t u b e  

and m i n e r a l  o i l  added t o  t h e  t o p  o f  t h e  t u b e .  A f t e r  b a l a n c i n g  p a i r e d  

t u b e s  t o  0.01 g s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 , 0 0 0  x g f o r  48 h r s . 

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  v i s i b l e  band o f  mtDNA was removed from t h e  

t u b e  w i t h  a h y p o d e r m i c  n e e d l e .  E t h i d i u m  b r o m i d e  w a s  r e m o v e d  b y  

e x t r a c t i o n  w i t h  w a t e r - s a t u r a t e d  I - b u t a n o l  ( M a n i a t i s  e t  a l . ,  1982) and 

t h e  s a m p le  vo lume i n c r e a s e d  1.5 t i m e s  by a d d in g  w a t e r .  P r e c i p i t a t i o n  

and r e s u s p e n s i o n  o f  mtDNA was  done a s  i n  s t e p s  15-19  o f  t h e  s t a n d a r d  

p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s .

D i g e s t i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  o f  mtDNA f r a g m e n t s

S ix  t o  e i g h t e e n  u l  o f  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  0.3 ug 

p u r i f i e d  mtDNA w e r e  p u t  i n t o  a  1 .5  ml E p p e n d o r f  t u b e  w i t h  2 u l  

r e a c t i o n  b u f f e r ,  I  u l  R N ase -A  (10  m g / m l  s t o c k ) ,  I  u l  r e s t r i c t i o n
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enzyme and s t e r i l e  w a t e r  t o  a vo lume o f  20 u l .  The r e a c t i o n  b u f f e r s  

used were  t e n  t i m e s  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n ,  so t h a t  2 u l  added t o  

a 20 u l  m i x t u r e  r e s u l t e d  i n  t h e  p r o p e r  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n .  

D i f f e r e n t  r e s t r i c t i o n  enzymes  r e q u i r e  d i f f e r e n t  b u f f e r s ,  s p e c i f i e d  by 

t h e  m a n u f a c t u r e r  o r  M a n i a t i s  e t  a l .  (1982).  R e s t r i c t i o n  enzymes were 

o b t a i n e d  f r o m  New E n g l a n d  B i o l a b s  a n d  B o e h r i n g e r  M a n n h e i m  

B i o c h e m i c a l s .  D i g e s t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  37C f o r  4 - 1 4  

h r s .  The enzymes  u s e d  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 on page  17.

E i g h t  t o  t w e l v e  u l  o f  t h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e  was a p p l i e d  t o  0.65% 

( 6 - b a s e  e n z y m e  d i g e s t s )  o f  1.2% ( 4 - b a s e  e n z y m e  d i g e s t s )  h o r i z o n t a l  

a g a r o s e  g e l s .  G e l  and  e l e c t r o d e  b u f f e r  w a s  89 mM t r i s ,  89 mM b o r i c  

a c i d ,  2 mM EDTA, pH 8 .0  ( M a n i a t i s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  

d o n e  a t  2 0 - 5 0  v f o r  5 - 1 6  h r s .  G e l s  w e r e  s t a i n e d  i n  0 .5  u g / m l  

e t h i d i u m  b r o m i d e  i n  e l e c t r o d e  b u f f e r  f o r  5 -  30 min. ,  v i s u a l i z e d  u n d e r  

s h o r t w a v e  u l t r a v i o l e t  l i g h t  a n d  p h o t o g r a p h e d  w i t h  P o l a r o i d  t y p e  55 

f i l m  ; th rough  a r e d  g e l a t i n  f i l t e r .

For  e a c h  g e l ,  f r a g m e n t  s i z e s  w e re  e s t i m a t e d  by c o m p a r i s o n  w i t h  

s t a n d a r d s  o f  know n  s i z e  (Lambda  v i r u s .  DNA d i g e s t e d  w i t h  H ind  I I I  o r  

Bam HI).  The m i g r a t i o n  d i s t a n c e s  o f  t h e  s t a n d a r d s  w e r e  m easured  and 

p l o t t e d  on s e m i l o g  g r a p h  p a p e r  w i t h  m i g r a t i o n  d i s t a n c e  on t h e  x a x i s  

a nd  f r a g m e n t  s i z e  ( b p )  on t h e  l o g a r i t h m i c  y a x i s .  L i n e a r  d u p l e x  DNA 

m o l e c u l e s  t r a v e l  t h r o u g h  g e l s  a t  r a t e s  a p p r o x i m a t e l y  i n v e r s e l y  

p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  Iog-^Q o f  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  so t h a t  t h e  l o g  

m o l e c u l a r  w e i g h t  ( o r  l o g  number b a s e  p a i r s )  v e r s u s  m i g r a t i o n  d i s t a n c e  

i n  a g a r o s e  g e l s  i s  a p p r o x i m a t e l y  a n  i n v e r s e  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  

( M a n i a t i s  e t  a l . ,  1982) .  The m i g r a t i o n  d i s t a n c e s  f o r  t h e  f r a g m e n t s
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o f  d i g e s t e d  mtDNA were t h e n  m ea s u red  and t h e i r  s i z e s  e s t i m a t e d  f rom 

t h e  g r a p h .

E s t i m a t i o n  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  and d i v e r g e n c e  t i m e

F r a g m e n t s  were  ju d g ed  t o  be homologous  b e tw e e n  two o r g a n i s m s  i f  

m i g r a t i o n  d i s t a n c e s  a p p e a r e d  i d e n t i c a l  i n  s i d e  by s i d e  c o m p a r i s o n s  on 

a g e l .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  s h a r e d  ( h o m o l o g o u s )  f r a g m e n t s  w a s  

c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  p a i r - w i s e  c o m p a r i s o n  u s i n g  e q u a t i o n  21 o f  Nei and 

L i  ( 1 9 7 9 ) :

F = 2Nx y /Nx+Ny

w h e r e  Nx  an d  Ny a r e  t h e  n u m b e r s  o f  f r a g m e n t s  f r o m  a l l  d i g e s t i o n s  i n  

o r g a n i s m s  x  a nd  y r e s p e c t i v e l y  an d  Nx y  i s  t h e  n u m b e r  o f  f r a g m e n t s  

s h a r e d  by t h e  t w o  o r g a n i s m s .  The n u m b e r  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  pe r .  

n u c l e o t i d e ,  p ,  was  e s t i m a t e d  u s i n g  e q u a t i o n  6 b o f  U pho l t  (1977):

-F+ ( F 2 +  8 F ) 1 / 2r
where  n e q u a l s  t h e  number  o f  b a s e  p a i r s  r e c o g n i z e d  p e r  c l e a v a g e  s i t e .

F o r  t h e  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  d e e r  g r o u p s  a nd  b e t w e e n  b i s o n  a n d  

c a t t l e ,  p was c a l c u l a t e d  s e p a r a t e l y  f o r  t h e  6 ( n = 6 ) a n d  4 ( n= 4 )  b a s e  

e n z y m e  a s s a y s ,  a n d  a w e i g h t e d  a v e r a g e  w a s  u s e d  a s  a f i n a l  p v a l u e  

u s i n g  t h e  e q u a t i o n :

P = PiN1 +  P9N9 
Nt

where  p^ and N a r e  t h e  p v a l u e s  and number o f  f r a g m e n t s  f o r  6- b a s e
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enzyme a s s a y s  r e s p e c t i v e l y  and pg and Ng a r e  s i m i l a r  v a l u e s  f o r  4- b a s e  

enzyme a s s a y s .  i s  t h e  t o t a l  number  o f  f r a g m e n t s  f o r  a l l  d i g e s t s .

For  some o f  t h e  s p e c i e s ,  e s t i m a t e s  o f  d i v e r g e n c e  t i m e  ( t i m e  s i n c e  

t w o  o r g a n i s m s  l a s t  s h a r e d  a f e m a l e  a n c e s t o r )  w e r e  made  u s i n g  a n  

e s t i m a t e d  mtDNA s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  r a t e  o f  2-4% p e r  m i l l i o n  y e a r s  

(Brown e t  a l . ,  1979; F e r r i s  e t  a l . ,  1983a,  1983b) and t h e  e q u a t i o n :

d i v e r g e n c e  t im e  = . p
'.02 ( o r  . 0 4 )  X IO-6

Samples  a n a l y s e d

I n t e r - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s

At l e a s t  one i n d i v i d u a l  o f  e a c h  s p e c i e s  ( p ro n g h o r n ,  e l k ,  w h i t e ­

t a i l e d  d e e r ,  mule d e e r ,  b i s o n ,  and c a t t l e )  was a n a l y s e d  w i t h  a b a t t e r y  

o f  t e n  6 - b a s e  enzymes.  A lso  some c a t t l e ,  b i s o n ,  m u le  d e e r  and w h i t e ­

t a i l e d  d e e r  were  a n a l y s e d  w i t h  two f o u r - b a s e  enzymes.  One b l a c k  b e a r  

an d  one  g r i z z l y  b e a r  w e r e  s c r e e n e d  w i t h  s i x  s i x - b a s e  e n z y m e s .  The 

s a m p le s  a n a l y s e d  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  2 and 3 on pages  17 and  19.

Mule d e e r - w h i t e - t a i l e d  d e e r  c o m pa r i sons

A l l  d e e r  s a m p l e d  w e r e  s u b j e c t  t o  a l b u m i n  e l e c t r o p h o r e s i s .  I n  

a d d i t i o n  a t o t a l  o f  15 Montana m ule  d e e r ,  one Wyoming m u le  d e e r ,  one 

A l a s k a  b l a c k - t a i l e d  d e e r ,  19 M o n ta n a  w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  5 G e o r g i a  

w h i t e —t a i l e d  d e e r  and 4 I l l i n o i s  w h i t e —t a i l e d  d e e r  w e r e  a n a l y s e d  w i t h  

two enzymes ,  Eco RI ,  and Hae I I I  w h ich  gave p o ly m o r p h ic  p r o f i l e s  among

d e e r .
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Fragment  P a t t e r n s

T a b l e  2 s h o w s  t h e  mtDNA f r a g m e n t  p a t t e r n s  r e s u l t i n g  f r o m  

r e s t r i c t i o n  enzyme d i g e s t i o n s .  A r e p r e s e n t a t i v e  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l .  

F i g u r e  I ,  c o n t a i n s  t h e  f r a g m e n t  p a t t e r n s  r e s u l t i n g  f rom d i g e s t i o n  o f  

d e e r  a n d  e l k  mtDNA w i t h  t h e  e n z y m e s  C l a  I  and  Sac  I .  F o r  s e v e r a l  o f  

t h e  e n z y m e s  t h e  p a t t e r n s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  by L a i p i s  e t  

a l .  ( 1 9 7 9 )  f o r  c a t t l e  a n d  C a r r  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  f o r  t h e  tw o  

d e e r  s p e c i e s .  P r o n g h o r n ,  w h i t e - t a i l e d  d e e r  a n d  m u l e  d e e r  s h o w e d  

i n t r a - s p e c i f i c  v a r i a b i l i t y .  O n l y  d i g e s t s  w i t h  Bg l  I I  r e s u l t e d  i n  

v a r i a b l e  p a t t e r n s  i n  p r o n g h o rn ,  shown i n  T a b le  2. No v a r i a b i l i t y  was 

o b s e r v e d  i n  b i s o n  f r o m  s e v e r a l  h e r d s  ( T a b l e  3 ) .  The v a r i a b l e  

d i g e s t i o n  p a t t e r n s  f o r  d e e r  a r e  shown i n  T a b l e  4,  and c o m p o s i t e  d e e r  

mtDNA p h e n o t y p e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  5.

From T a b l e  5 i t  c an  be  s e e n  t h a t  t h e  c o m p o s i t e  p h e n o ty p e s  c o n s i s t  

o f  c o m b i n a t i o n s  o f  t h e  v a r i a b l e  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  shown i n  T a b le  4. 

F o r  e x a m p l e ,  c o m p o s i t e  t y p e  A c o n s i s t s  o f  Eco RI p a t t e r n  I ,  Xba I  

p a t t e r n  I ,  Cla  I  p a t t e r n  I  and Hae I I I  p a t t e r n  2. A l l  enzymes e x c e p t  

t h o s e  l i s t e d  i n  T a b l e s  4 a n d  5 r e s u l t e d  i n  i n v a r i a n t  p a t t e r n s  among  

b o t h  m u le  d e e r  and w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  shown i n  Tab le  2-
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F i g u r e  I .  P h o t o g r a p h  o f  Sac I  an d  C l a  I  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  on a 0.65% 
a g a r o s e  g e l  s t a i n e d  w i t h  e t h l d i u m  b romide .

Lanes A-D, F - I ,  w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  Cla I ,

(Lane B i n c o m p l e t e  d i g e s t i o n )

Lane E,  mule d e e r ,  Cla  I

Lane L, e l k .  Sac I

Lane M-P, w h i t e - t a i l e d  d e e r .  Sac I

Lane Q, mule  d e e r .  Sac I

Lane J ,  s i z e  s t a n d a r d ,  Lambda v i r u s  DNA d i g e s t e d  w i t h  Hind 
I I I

A B  C D  E F G H l  J K L M N O  p O
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T a b le  2. M i t o c h o n d r i a l  DNA r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  p a t t e r n s . 1

Enzyme S p e c ie s

A. S i x - b a s e  <anzymes

Deer E lk Prong­
horn

Bison C a t t l e B la c k
Bear

G r i z z l y
Bear

Eco
RI

8 . 9 ( 1 8 )
3 . 1 ( 2 6 )
1 .9
1 .7

12 . 0 (6 )
3 . 1

8 . 4 ( 4 )
7 . 6

7 . 3 2
4 . 6 ( 9 )
4 .2

7 . 3 ( 8 )
4 . 6
4 .2

4 - 8 ( 1 )
3 . 6
3 .2

1 6 . 6 ( 1 )

Bam
HI

7 . 5 ( 1 0 )
5 . 3 ( 1 9 )
3 . 8

9 . 3 ( 4 )
5 .3
2 . 4

7 . 4 ( 4 )
4 .5
3 . 8

5 . 92
5 . 2 ( 6 )
3 . 7

1 1 . 0 ( 4 )
3 .4
2 .0

1 5 . 0 ( 1 )
2 .0

9 . 4 ( 1 )
7 .0

Hind
I I I

1 0 . 5 ( 1 0 )
3 . 9 ( 1 7 )
1,6

.8

1 1 . 5 ( 6 )
4 . 2
1.6

1 6 . 6 ( 4 ) 1 5 . 0 2 
1 . 6 ( 7 )

1 0 . 5 ( 7 )
4 . 6
1.6

7 . 5 ( 1 )
2 . 7  
1 .9
1 . 7  
1 .5

3 . 2 ( 1 )
2 .7
2.0
1 .9
1.5

XbaI 7 . 6 ( 4 )
5 . 2 ( 1 2 )
3 .2

1 0 . 5 ( 4 )
3 .2
2.6

1 3 . 0 ( 3 )
3 . 2

6 . 5 2
3 . 7 ( 3 )
3 . 0
2 .6

4 . 8 ( 4 )
3 . 2
3 . 0
2 . 5
1 .8

5 . 6 ( 1 )
3 . 4
3 ,2

5 . 6 ( 1 )
3 .4
3.2

Bgl
I I

1 6 . 6 ( 2 )
( 8 )

1 1 . 5 ( 3 )
2 .6
1.2

9 . 8 ( 1 )  
6 .6  
o r

1 6 . 6 ( 3 )

9 . 8 ( 1 )
6 .6

9 . 8 ( 4 )
6 .6

9 . 0 ( 1 )
7 . 2

1 0 . 5 ( 1 )
5 .9

Pvu
I I

1 6 . 6 ( 7 )
(16)

1 3 . 0 ( 4 )
3 .5

6 . 1 ( 3 )
4 .6

1 4 . 02 
2 . 7 ( 4 )

1 4 . 0 ( 4 )
2 .7

8 . 6 ( 1 )
6.2

10 : 0 ( 1 )
6.6

3 . 1
2 . 8

9 . 0 ( 6 )
7 . 1 ( 1 4 )

9 . 0 ( 3 )
7 . 1

7 . 2 ( 3 )
6 . 0
1 .9
1 . 5

7 . 2 ( 2 )
6 . 4
1 . 6

1 6 . 6 ( 2 )C l a I
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T a b le  2 .  c o n t i n u e d

E lk  P r o n g -  B ison  C a t t l e  B lack  G r i z z l y  
ho rn  B e a r  Bear

B e l l 8 . 0 ( 4 ) 4 . 8 ( 1 ) 4 . 0 ( 1 ) 12 . 0 (2 ) 1 1 . 0 (2 )
3 . 6 ( 7 ) 4 .6 3 . 0 4 . 0 6.0
3 . 0 3 . 5 2 . 5  .

.9 2 .7 2 .0
1 .8  1
1.2

SacI 1 0 . 0 ( 6 ) 1 6 . 6 ( 4 ) 1 6 . 6 ( 3 ) 11 . 02 1 6 . 6 ( 3 )
3 . 1 ( 1 4 ) 2 . 8 ( 4 )
2 .7 2 .3

P s t I No (3 ) 1 6 . 6 ( 1 ) 1 6 . 6 ( 3 ) No ( I ) 9 . 4 ( 4 )
c u t s ( 3 ) c u t s 6 .3

B. F o u r - b a s e enzymes
Deer Bison C a t t l e

Hae 4 . 0 ( 1 8 ) 2 . 0 ( 2 ) 2 . 0 ( 2 )
I I I 2 . 6 ( 2 6 ) 1 .5 1 .5

1.2 1 .3 1.0
1.1 1 .1 .8

.8

Sau 3 . 5 ( 6 ) 5 . 6 ( 2 ) 4 . 0 ( 2 )
961 3 . 2 ( 7 ) 3 . 5 2 . 9

2.0 1.6 2 .2
1 .5 1.8
1.2 1.6

.8 1 .0

N u m b e r s  r e f e r  t o  s i z e  o f  f r a g m e n t s  ( k i l o b a s e s )  g e n e r a t e d  by  
enzyme d i g e s t i o n .  Djumbers i n  p a r e n t h e s e s  r e f e r  t o  num ber  o f  a n i m a l s  
y i e l d i n g  a p a r t i c u l a r  p a t t e r n .  F o r ■d e e r  t h e  u p p e r  n u m b e r  i n  
p a r e n t h e s e s  i s  mule  d e e r ,  t h e  l o w e r  w h i t e - t a i l e d  d e e r .  Note t h e r e  a r e  
two p a t t e r n s  f o r  p r o n g h o r n  mtDNA d i g e s t e d  w i t h  BGL I I .  Only t h e  m os t  
common p a t t e r n s  f o r  b o t h  d e e r  s p e c i e s  a r e  g i v e n  h e r e , v a r i a b l e  
p a t t e r n s  and c o m p o s i t e  mtDNA p h e n o ty p e s  f o r  p o p u l a t i o n s  and s p e c i e s  o f  
d e e r  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  4.

I n d i c a t e s  Sample  i n c l u d e s  wood b i s o n .
2
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Tab le  3. Numbers o f  b i s o n  from 
r e s t r i c t i o n  e n z y m e s .^

v a r i o u s  h e r d s a n a l y s e d  w i t h  d i f f e r e n t

Herd

Enzyme EINP2 NWT2 YNP2 HM2 NB2

EcoRI I I 3 4

BamHI I I 3 I  .

H i n d I I I I 2 2 I I  .

XbaI I  . I I

B g l I I I

P v u I I I 2 I

C l a I I I

B e l l 2

SacI I 2 I

P s t I I

H a e I I I 2

Sau96 l 2

Fra g m e n t  p a t t e r n s f o r  a l l d i g e s t i o n s  a r e a s  i n  t a b l e  2, t h e r e  i s
no  I n t e r - h e r d  v a r i a t i o n .

^EINP = E l k  I s l a n d  N a t i o n a l  P a r k ,  A l b e r t a  ( w o o d  b i s o n ) , NWT = 
N o r t h w e s t  T e r r i t o r i e s ,  C a n a d a , ( p r e s u m e d  wqod b i s o n - p l a i n s  b i s o n  
h y b r i d s ) ,  YNP = Y e l l o w s t o n e  N a t i o n a l  P a r k  ( p l a i n s  b i s o n ) ,  HM = Henry  
M o u n ta in s ,  Utah  ( p l a i n s  b i s o n )  and NB = N i e l s o n  h e r d ,  A l b e r t a  ( p l a i n s  
b i s o n ) .  B lank  s p a c e s  i n d i c a t e  no a n a l y s e s  done.



20

T a b l e  4. V a r i a b l e  mtDNA d i g e s t i o n  p a t t e r n s  i n  d e e r . I

Enzyme
EcoRI XbaI C l a I

1 2  3 1 2  1 2
H a e I I I

1 2  3 4

8 . 9 8 . 9 7 . 0 7 . 6 1 3 .1  9 . 0 1 6 .6 4 . 0 4 . 0 4 . 0 3 . 0
3 .1 3 .6 5 .0 5 .2 3 .2  7 .1 2.6 1.1 1.3 1 .5
1 . 9 3 . 1 4 . 7 3 . 2 1.2 1 .0 1 .1 1 .2
1.7 1.1 1.0

^Numbers i n d i c a t e f r a g m e n t  s i z e i n  kb.

I
T a b le  5. C o m p o s i t e  mtDNA p h e n o ty p e s  i n  d e e r .

Enzyme
P o p u l a t i o n  , EcoRI XbaI  C l a I  H a e I I I Composi te

P a t t e r n

MtMD2 2 I I I 2 A
MtMD^ 2 2 I I I B
GaWT2 3 2 I I I B
MtWT2 4 I . I I I C .
IlWT2 2 I I I I C
MtMD2 I '  ■ I I  ' ’ 3 D
GaWT2 I 2 2 I I F
GaWT2 I I I 2 I G
AkBT2 I 3 4 E

■'■The n u m b e r s  r e f e r  t o  t h e  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  i n  T a b l e  4.  B l a n k s  
i n  t h e  t a b l e  i n d i c a t e  no a n a l y s e s  done.

^N = num ber  o f  a n i m a l s ,  M t = M o n t a n a ,  G a = G e o r g i a ,  I l = I l l i n o i s , 
Ak=M aska ,  MD=mule d e e r ,  W ,T = w h i te - t a i l e d  d e e r ,  B T = b l a c k - t a i l e d  d e e r .
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D i v e r g e n c e  e s t i m a t e s

T a b l e  6 s h o w s  e s t i m a t e s  o f  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  t a x a ,  

e x p r e s s e d  a s  t h e  number  o f  b a s e  s u b s t i t u t i o n  p e r  n u c l e o t i d e  (p) f rom 

my a n a l y s i s  and t h o s e  r e p o r t e d  e l s e w h e r e .  T a b l e  7 shows  d i v e r g e n c e  

t i m e  o f  s e v e r a l  t a x a  e s t i m a t e d  from p v a l u e s  and t h e  f o s s i l  r e c o r d .
I

T a b l e  6 . E s t i m a t e d  g e n e t i c  d i s t a n c e  i n  b a s e  s u b s t i t u t u t i o n s  p e r  
n u c l e o t i d e  (p)  f o r  mtDNA.

Organisms No. p S t a n d a r d 5 Source
Enzymes D e v i a t i o n

I n t r a - s p e c i e s :

MtWTxIIWT1 12 .0000
MtWTxGaWT1 12 . 0 0 2 5 -  .0 0 5 3 3 .0 0 3 6 -  .0051
GaWTxGaWT1 12 .00264- . ' 0 0 8 4 3 » 4 . 0 0 3 7 -  .0063
MtMDxMtMD1 12 •00664 .0057
P r ongho rn 10 .0 0 2 8 4 .0038
WBxPB1 6 .0000
Humans 7 .0036 (Brown, 1980)
Peromyscus 6 . 00504- . 0 1 5 0 ( Avise  e t  a l . ,
sp p . 1979a)
Lepomis 13 .0870 ( A v ise  e t  a l . ,
m a c r o c h i r i s 1984)

I n t r a - f a m i l y , i n t e r - ■species

MtWTxMtMD1 12 . 0 0 2 5 -  . 00403 .0 0 3 6 -  .0045
MtMDxGaWT1 12 . 0 0 0 0 -  . 00953 .0068
CaMDxSCWT1 10 .0720 ( C a r r ,  p e r s o n a l

com m unica t ion)
BBxGB1 . 6 .0580 .0190
Peromyscus 6 . 1 3 0 0 -  .1700 (A v ise  e t  a l . ,
m a n i c u l a t u s 1979a)
P .  p o l i o n o t u s

C a t t l e x B i s o n 10 .0614 .0141
E lk x d e e r ^ 10 .0850 .0170
GoatxSheep 2 . 0 6 0 0 -  .1100 (U p h o l t  and

Dawid, 1977)
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T a b l e  6 c o n t i n u e d

Organ isms No.
Enzymes

P S ta n d a r d ^  S ource  
D e v i a t i o n

I n t r a - o r d e r , i n t e r - f a m i l y

DeerxPH^» ^ 10 . 1 1 3 0 - . 1330* 3 .0 1 8 9 - .0198
ElkxPH 10 . 1 3 0 0 - . 1 3 I O3 . 0200- .0199
BisonxPH 10 . 1 1 3 0 - . 15583 .0 1 8 8 - .0214
Cat t l exPH 10 . 1 1 3 0 - . 15583 . 0 1 8 8 - .0214
D e e rxb ison^ 10 .1980 .0235
D e e r x c a t t l e ^ 10 .1287 .0202
E l k x b i s o n 10 .1531 .0217
E l k x c a t t l e 10 .1274 .0203
Humanxbaboon 11 . 2 3 0 0 - .2900 (Brown e t  a l

1979)

P H = p r o n g h o r n ,  PB=wood b i s o n ,  WB=wood b i s o n ,  B B = b la c k  b e a r ,  
G B = g r i z z l y  b e a r ,  C a = C a l i f o r n i a ,  S C = S o u t h  C a r o l i n a .  O t h e r  
a b b r e v i a t i o n s  a s  i n  T a b l e  5.

‘‘F o r  i n t e r - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  w i t h  d e e r  t h e  m o s t  common 6- b a s e  
p a t t e r n s  (Tab le  2) were  used .

3
R a n g e s  o f  v a l u e s  a r e  du e  t o  i n t r a - g r o u p  v a r i a t i o n  a n d  r e f l e c t  

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c o m p o s i t e  t y p e s  i n  f a b l e  5 f o r  d e e r  a n d  t h e  t w o  
B g l I I  p a t t e r n s  f o r  p ro n g h o rn .

^ T h e s e  v a l u e s  a r e  f o r  c o m p a r i s o n s  w i t h i n  a l i m i t e d  g e o g r a p h i c
a r e a .

C

S t a n d a r d  d e v i a t i o n s  c a l c u l a t e d  a s  i n  U pho l t  ( 1 9 7 7 ) .

!
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T a b le  7. D i v e rg e n c e  t i m e s  c a l c u l a t e d  from p v a l u e s  and e s t i m a t e d  f rom  
t h e  f o s s i l  r e c o r d .

Taxa D iv e rg e n c e  t im e  (MYBP)

d e r i v e d  
from p i

f o s s i l  r e c o r d Source

C e r v i d a e -
A n t i l o c a p r i d a e

2 . 8 3 - 6 . 6 5 20—25 Miocene (Romer, 1966)

B o v id a e -
A n t i l o c a p r i d a e

2 . 8 3 - 7 . 7 9 15-20  Miocene (Romer,  1966) 
( K u r t e n ,  1972)

B o v i d a e -
C e r v id a e

3 . 1 9 - 9 . 9 0 20-25  Miocene (Romer,  1966)

C e r v u s -
O d o c o i l e u s

2 .13-4 .25 15-25  Miocene ( S c o t t ,  1937) 
(O s b o rn ,  1910)  
( G e i s t ,  1981)

Bos-B ison 1 . 5 4 - 3 . 0 7 1-3  P l i o c e n e -  
P l e i s t o c e n e

(McDonald,  1981; 
K u r t e n ,  1968)

Ursus  a r c t o s -  
U. a m e r ic a n u s

1 . 4 5 - 2 . 9 0 1-2  P l e i s t o c e n e ( H e r r e r o ,  1972;  
K u r t e n  and 
A nde r son ,  1980)

O d o c o i l e u s  
v i r g i n i a n u s -  
O. hemionus 
( C a l i f o r n i a )

1 . 8 0 - 3 . 6 0  0 . 5 - 2  P l e i s t o c e n e
( C a r r ,  p e r s o n a l  

com m unica t ion)

( K u r t e n  and 
A n d e r s o n ,  1980; 
G e i s t ,  1981)

0 . v i r g i n i a n u s -  
O. hemionus 
(Montana)

0 . 4 8 - 0 . 6 0 0 . 5 - 2

^Assuming a r a t e  o f  mtDNA d i v e r g e n c e  o f  2-4% p e r  m i l l i o n  y e a r s .
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Mule d e e r —w h i t e —t a i l e d  d e e r  c o m p a r i s o n s
I

Serum a lb u m in  p h e n o ty p i n g

The r e s u l t s  o f  a l b u m i n  e l e c t r o p h o r e s i s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  8. 

E x c e p t  f o r  f i v e  h e t e r o z y g o t e s  (2%) a l l  w h i t e t a i l s  an d  m u l e  d e e r  

d i s p l a y e d  t h e  s p e c i e s - s p e c i f i c  a l b u m i n  band a s  r e p o r t e d  by  McClymont 

e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  B l a c k - t a i l e d  d e e r  h a d  t h e  m u l e  d e e r - t y p i c a l  b a n d .
i  . '

F i g u r e  2 i s  a p h o to  o f  t h e  d i f f e r e n t  p a t t e r n s .

T a b l e  8 .  N u m b e r s  o f  m o r p h o l o g i c a l  a n d  s e r u m  a l b u m i n  t y p e s  o f  d e e r  
f rom a l l  s am p led  l o c a t i o n s .

Mule
d e e r

M o rp h o l o g i c a l

W h i t e - t a i l e d
d e e r

t y p e

B l a c k - t a i l e d
d e e r

T o t a l

Albumin FF1 93 O 3 96
ge n o ty p e

SS O 162 O 162

FS2 2 3 O 5

T o t a l 95 165 3 263

1F = f a s t ,  S = s low a l l e l e .

^Al l  H e t e r o z y g o t e s  were from Montana .

i
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F i g u r e  2. P ho tog ra ph  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  showing serum a lb u m in  bands  
f o r  m u le  d e e r  ( l a n e s  A, B, C, E, H, I ) ,  w h i t e - t a i l e d  d e e r  
( l a n e s  D, K) and h e t e r o z y g o t e s  ( l a n e s  F, G). L a n e  J  s h o w s  
a l b u m i n  f r o m  a d e e r  w i t h  i n t e r m e d i a t e  m o r p h o l o g i c a l  
c h a r a c t e r s  and  t h e  w h i t e t a i I - t y p i c a l  a l b u m i n  band ( s e e  
d i s c u s s i o n ) .



Mitochondrial DNA analysis

Two e n z y m e s , Eco  RI an d  Hae I I I ,  p r o v i d e d  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  

w h i c h  v a r i e d  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  d e e r  i n  M o n t a n a .  The d i g e s t i o n  

p r o f i l e s  f o r  t h e  t e n  o t h e r  e n z y m e s  w e r e  v i r t u a l l y  i d e n t i c a l  i n  a l l  

d e e r  o f  b o t h  s p e c i e s  f r o m  a l l  l o c a t i o n s .  B e s i d e s  Eco R I  a nd  Hae I I I  

t h e  o n l y  v a r i a b l e  p r o f i l e s  i n  d e e r  r e s u l t e d  f r o m  C l a  I  a n d  Xba I  

d i g e s t i o n s  i n  G e o r g ia  w h i t e t a i l s  (T a b le  4).

F i g u r e  3 i s  a  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p o l y m o r p h i c  d i g e s t i o n  

p r o f i l e s  i n  t h e  c o m b i n a t i o n s  f o u n d  i n  i n d i v i d u a l  d e e r .  N o te  t h a t  

t y p e s  A-D c o n s i s t  o f  t w o  Eco RI a n d  t h r e e  Hae I I I  p a t t e r n s  f o u n d  i n  

f o u r  c o m b i n a t i o n s .  Type E,  o b s e r v e d  o n l y  i n  t h e  S i t k a  b l a c k t a i l , 

c o n s i s t s  o f  two u n i q u e  p a t t e r n s .  These  t y p e s ,  A-E, r e p r e s e n t  t h e  same 

t y p e s  i d e n t i f i e d  i n  T a b l e  5 e x c e p t  o n l y  t w o  o f  t h e  v a r i a b l e  e n z y m e s  

were used  h e r e .  S i n c e  mtDNA i s  p r e s u m a b l y  i n h e r i t e d  a s  a n  i n t a c t  u n i t  

f r o m  t h e  m o t h e r ,  e a c h  i n d i v i d u a l ' s  p r o f i l e  c o n s t i t u t e s  a " t y p e " , 

i n d i c a t i v e  o f  m a t e r n a l  a n c e s t r y .  T a b l e  9 shows t h e  d i s t r i b u t i o n  and 

l o c a t i o n s  o f  mtDNA, a l b u m i n  an d  m o r p h o l g i c a l  t y p e s  w h i l e  F i g u r e  4 

shows t h e  g e o g r a p h i c  l o c a t i o n  o f  t y p e s  i n  Montana.

S e v e r a l  t h i n g s  a r e  a p p a r e n t  f rom  t h e s e  d a t a .  F i r s t ,  i n  Montana 

t h e  m ule  d e e r  a r e  r e l a t i v e l y  v a r i a b l e ,  e x h i b i t i n g  t h r e e  mtDNA t y p e s ,  

A, B o r  D w h i l e  o n l y  t y p e  C i s  s e e n  i n  w h i t e t a i l s .  S e c o n d ,  i n  

Montana d e e r  t h e r e  i s  s p e c i e s - s p e c i f i c i t y  i n  m orpho logy ,  serum a lb u m in  

( e x c e p t  h e t e r o z y g o t e s )  and  mtDNA. T h i r d ,  t h e  S i t k a  b l a c k t a i l  mtDNA i s  

v e r y  d i f f e r e n t  f rom t h a t  o f  Montana m u le  d e e r  and w h i t e t a i l s .



D e s p i t e  t h e  d i s t i n c t i o n s  be tw e en  t h e s e  mtDNA d i g e s t i o n  p r o f i l e s  

f o r  two enzymes ,  t h e  o v e r a l l  s i m i l a r i t y  of  p r o f i l e s  f o r  mule d e e r  and 

w h i t e t a i l s  f o r  t h e  e n t i r e  12 enzyme b a t t e r y  i s  s t r i k i n g . '  From T a b le  6 

i t  c a n  be  s e e n  t h a t  t h e  p v a l u e  f o r  c o m p a r i s o n s  o f  M o n t a n a  m u le  a n d  

w h i t e - t a i l e d  d e e r  i s  a s  low a s  t h o s e  f o r  i n t r a - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  o f  

o t h e r  t a x a .

2 7

F i g u r e  3.  R e p r e s e n t a t i o n  o f  a g a r o s e  g e l s  c o n t a i n i n g  c o m p o s i t e  mtDNA 
d i g e s t i o n  p r o f i l e s  f o r  EcoRI and H a e I I I  f o r  d e e r .  F ragm en ts  
l e s s  t h a n  1000  b a s e  p a i r s  c o u l d  n o t  b e  c o n s i s t e n t l y  
i d e n t i f i e d  And a r e  n o t  i n c l u d e d .  F ragmen t  s i z e s  ( k i l o b a s e s )  
a r e  l i s t e d  be low  e a c h  p a t t e r n .

O r i g i n

A

E C O  H A E  III 

R l
I 1

mtDNA COMPOSITE TYPE
B C D E

E C O  H A E  III E C O  H A E  III E C O  H A E I I I E C O  H A E I I I
R.I R l R l R l
2  2 I  2 I  3 3  4

X D N A  
H I N D I I I  

F R .  S I Z E  

K b  P A I R S

—  2 3 . 1

iJ 6.6

— —  4 . 4

—  2 3  
— -  2.0-

F R A G M E N T

S I Z E S

8 . 9 4 . 0 8 . 9 4 . 0 8 . 9 4 . 0 8 . 9 4 . 0 7 . 0 3 . 0
3 . 1 1 . 1 3 . 6 2 . 6 3 .1 2 . 6 3 . 1 1 . 3 5 . 0 1 . 5
1 . 9
1 . 7

1 . 0 3 . 1 1 . 2 1 . 9 1 . 2 1 . 9 1 .1 4 . 7 1 . 2
1 . 1 1 - 7 1 .1 1 . 7 1 . 0



28

T a b le  9. M o r p h o l o g i c a l ,  se rum a lb u m in  and mtDNA t y p e s  f o r  d e e r .

morphology 
specimen  No.

a lb um in
ty p e

mtDNA t y p e l o c a t i o n

mule d e e r  
no .  1—6

FF A Montana

mule d e e r  
n o .  7

FS A Montana

mule d e e r  ■ 
no.  8-13

FF B Montana

mule d e e r  
n o . 14-16

FF D B i g h o r n / P r y o r  M t s . 
Montana, Wyoming

w h i t e t a i l SS C Montana
n o .  1-17

W h i t e h a l l  
n o . 18-19

FS C Montana

w h i t e t a i l  
n o .  20-23

SS B C l a r k e  Co. Ga.

w h i t e t a i l  
no .  24

SS C C la rk e  Co. Ga.

w h i t e t a i l  
no .  25-28

SS C Montgomery Co. 111.

b l a c k b a l l  
n o . I

FF E Kodiak I s . Ak.



F i g u r e  4. G e o g r a p h i l c  d i s t r i b u t i o n  o f  mtDNA t y p e s  f o r  i n d i v i d u a l  d e e r .
Two l e t t e r  a b b r e v i a t i o n s  r e f e r  t o  m o r p h o l o g i c a l  t y p e ,  
md= m u l e  d e e r ,  wt  = w h i t e t a i I , f o l l o w e d  by  t h e  l e t t e r  
d e s i g n a t i o n  o f  t h e  mtDNA t y p e  from F i g u r e  3. An a s t e r i s k  i n  
f r o n t  o f  t h e  l e t t e r s  i n d i c a t e s  t h a t  a n i m a l  i s  a n  a l b u m i n  
h e t e r o z y g o t e .  The two a s t e r i s k s  w i t h o u t  l e t t e r s  r e p r e s e n t  
h e t e r o z y g o t e s  n o t  a n a l y s e d  f o r  mtDNA.

-',MD1

M O N T A N A

W Y O M I N G
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DISCUSSION

The d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e s  6 an^ 7 show t h a t  d i v e r g e n c e  among 

t a x a  ( a s  i n d i c a t e d  by t r a d i t i o n a l  t a x o n o m i c  g r o u p i n g s  o r  d i v e r g e n c e  

t i m e s  f r o m  t h e  f o s s i l  r e c o r d )  i s  a c c o m p a n i e d  by  mtDNA s e q u e n c e  

d i v e r g e n c e  ( a s  i n d i c a t e d  by t h e  e s t i m a t e d  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  p e r  

n u c l e o t i d e ,  p) .  I n t e r - f a m i l y  c o m p a r i s o n s  y i e l d  t h e  h i g h e s t  e s t i m a t e s  

o f  mtDNA s e q u e n c e  d i v e r g e n c e ,  f o l l o w e d  by i n t r a - f a m i l y - i n t e r - s p e c i e s  

and i n t r a - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s .

T h i s  r e l a t i v e  o r d e r i n g  o f  d i v e r g e n c e  v a l u e s  i s  e x p e c t e d  i f  on e  

a s su m e s  a c o n s t a n t  r a t e  o f  random n u c l e o t i d e  s u b s t i t u t i o n  by m u t a t i o n .  

H o w e v e r ,  e s t i m a t e s  o f  g e n e t i c  d i v e r g e n c e  u s i n g  c o m p a r i s o n s  o f  

f r a g m e n t s  f r o m  mtDNA d i g e s t i o n  p r o f i l e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  be  m o s t  

a c c u r a t e  when  a t  l e a s t  20% o f  t h e  f r a g m e n t s  a r e  h o m o l o g o u s  (F  i s  

g r e a t e r  t h a n  0 .20  ( U p h o l t ,  1 9 7 7 ) )  o r  when  p i s  l e s s  t h a n  0.05  ( F e r r i s  

e t  a l . ,  1983b).  With  d e c r e a s i n g  v a l u e s  o f  F t h e  c h a n c e  o f  i n c o r r e c t l y  

s c o r i n g  f r a g m e n t s  a s  h o m o l o g o u s  i n c r e a s e s ,  w h i c h  l e a d s  t o  a 

p r o p o r t i o n a l  u n d e r e s t i m a t e  o f  p ( B ro w n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  A l s o ,  some 

c l e a v a g e  s i t e s  seem to  be h i g h l y  c o n s e r v e d  i n  e v o l u t i o n ,  i m p l y i n g  t h a t  

n o t  a l l  s i t e s  on t h e  mtDNA m o l e c u l e  a r e  e q u a l l y  s u s c e p t a b l e  t o  

m u t a t i o n a l  change.  The p r e s e n c e  o f  c o n s e r v e d  s i t e s  w i l l  c a u s e  f u r t h u r  

u n d e r e s t i m a t i o n  o f  p (Brown e t  a l . ,  1979) . These a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  

p v a l u e s  a r e  m o s t  a c c u r a t e  f o r  l i n e a g e s  s e p a r a t e d  w i t h i n  t h e  l a s t  5 

m i l l i o n  y e a r s  w h i l e  t h o s e  f o r  l i n e s  s e p a r a t e d  by 25 m i l l i o n  y e a r s  a r e  

u n d e r e s t i m a t e d  by abou t  50%.
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A nothe r  f a c t o r  w h ic h  may c a u s e  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  d i v e r g e n c e  i s  

a p p a r e n t  homology b e tw e e n  r e s t r i c t i o n  s i t e s  ( o r  f r a g m e n t s )  r e s u l t i n g  

f rom  c o n v e r g e n t  g a i n  o r  l o s s  o f  s i t e s j  n o t  common a n c e s t r y  (Tem ple ton  

1983) . Given t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  d i v e r g e n c e  

t i m e s  u s i n g  p v a l u e s  f o r  i n t e r - f a m i l y  c o m p a r i s o n s  ( T a b l e  7 )  i s  n o t  

s u r p r i s i n g .  O the r  t e c h n i q u e s ,  such  a s  DNA-DNA h y b r i d i z a t i o n  ( S i b l e y  

and A h l q u i s t ,  1983, 1984) may be  more s u i t a b l e  f o r  o b t a i n i n g  e s t i m a t e s  

o f  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  f o r  such  d i s t a n t l y  r e l a t e d  t a x a .

I n t r a - s p e c i f i c  c o m p a r i s o n s

The e s t i m a t e d  g e n e t i c  d i s t a n c e  b e t w e e n  c o n s p e c i f i c s  i n  T a b l e  6 

r a n g e  f r o m  0 . 0 0 0 0  t o  0 . 0 8 7 0 .  E l k  a n d  c a t t l e ,  n o t  l i s t e d  i n  t h e  

i n t r a s p e c i f i c  c o m p a r i s o n s ,  d i s p l a y e d  no  ratDNA v a r i a t i o n  b e t w e e n  

c o n s p e c i f  i c s  (p=0) .

The l o w e r  o f  t h e  tw o  p v a l u e s  f o r  i n t r a s p e c i f i c  c o m p a r i s o n s  o f  

Pe rom yscus  spp .  i n  T a b l e  6 was d e r i v e d  from c o m p a r i s o n s  o f  i n d i v i d u a l  

m ice  w i t h i n  l o c a l  p o p u l a t i o n s  and t h e  h i g h e r  v a l u e  from c o m p a r i s o n s  o f  

g e o g r a p h i c a l l y  s e p a r a t e d  p o p u l a t i o n s  (A v ise  e t  a l . ,  1979a) .  Av ise  e t  

a l .  (1979b)  o b t a i n e d  s i m i l a r  low p v a l u e s  f o r  l o c a l  and h i g h  p v a l u e s  

f o r  g e o g r a p h i c a l l y  s e p a r a t e d  p o p u l a t i o n s  o f  Georoys p i n e t i s . F o r  

h u m a n s ,  p w a s  d e r i v e d  f r o m  c o m p a r i s o n s  o f  s e v e r a l  i n d i v i d u a l s  o f  

d i f f e r e n t  r a c e s  ( B r o w n ,  1 9 8 0 )  a n d  f o r  L e p o m i s  m a c r o c h i r u s  f r o m  

c o m p a r i s o n s  o f  two d i s t i n c t  s u b s p e c i e s  (Avise  e t  a l . ,  1984) .

I n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  l i m i t e d  g e o g r a p h i c  a r e a s  a p p e a r s  

t o  b e  s i m i l a r  i n  a l l  s p e c i e s  i n  T a b l e  6 ( p = 0 . 0 0 2 6 - 0 . 0 0 8 4 ) .  I t  

a p p e a r s ,  ho w e v e r ,  t h a t  l a r g e  mammals  ( d e e r ,  b i s o n  and humans)  e x h i b i t
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l e s s  i n t r a - s p e c i f i c  v a r i a t i o n  i n  mtDNA (p  = 0 . 0 0 0 0 - 0 . 0 0 5 3 )  b e t w e e n  

s u b s p e c i e s  and  g e o g r a p h i c  a r e a s  t h a n  r o d e n t s  and f i s h  (p = .015-0.087) .  

The  a n a l y s e s  o f  d e e r  a n d  b i s o n  mtDNA i l l u s t r a t e  t h i s  p o i n t .  

Wood b i s o n  an d  p l a i n s  b i s o n  a r e  c o n s i d e r e d  m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  

s u b s p e c i e s  ( G e i s t  and  K a f s t e n ,  1977;  McDonald, 1981) . My a n a l y s i s  o f  

mtDNA and o t h e r  work w i t h  b lood  g r o u p s  (Peden and K ra a y ,  1979) , b lood  

p r o t e i n s  (D. Y a r d l e y , p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  a n d  k a r y o t y p e s  (Y ing  

and Peden,  1977) f a i l e d  t o  d e t e c t  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  t h e  s u b s p e c i e s .  

As W i t h  b i s o n ,  d e e r  s h o w e d  l i t t l e  o r  ho  s u b - s p e c i f i c  v a r i a t i o n  i n  

mt.DNA ( T a b l e s  4, 5 and  6 ) .  T h i s  c o n s e r v a t i o n  o f  mtDNA s e q u e n c e  

b e tw e e n  g e o g r a p h i c a l l y  s e p a r a t e d  p o p u l a t i o n s  o f  a r t i o d a c t y l s  may b e  

due t o  e x t e n s i v e  m i t o c h o n d r i a l  gene  f l o w ,  s e l e c t i o n  f o r  c e r t a i n  mtDNA 

s e q u e n c e s  o r  r e l a t i v e l y  r e c e n t  f o u n d i n g  e v e n t s  an d  s h o r t  d i v e r g e n c e  

t i m e s .  The s i t u a t i o n  i s  a p p a r e n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  g e o g r a p h i c a l l y  

v a r i a b l e  r o d e n t s  and f i s h .

I n t r a - f a m i l y ,  i n t e r - s p e c i e s  com pa r i sons

E x c e p t  f o r  c o m p a r i s o n s  o f  M o n ta n a  m u le  d e e r  w i t h  w h i t e - t a i l e d  

d e e r  t h e  p v a l u e s  f o r  i n t r a - f a m i l y ,  i n t e r - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  i n  T a b le  

6 a r e  i n t e r m e d i a t e  to  t h e  i n t r a - s p e c i e s  and i n t e r - f a m i l y  v a l u e s  and 

g e n e r a l l y  c o n s i s t e n t  w i t h  d a t a  f r o m  o t h e r  s t u d i e s .  The  e s t i m a t e d  

d i v e r g e n c e  t i m e s  f o r  t h e s e  g r o u p s  ( T a b l e  7)  a r e  l i k e w i s e  i n  g e n e r a l  

ag reement ,  w i t h  t h e  f o s s i l  r e c o r d  e x c e p t  f o r  t h e  d e e r - e l k  com par i son -  

Osborn (1910) ,  S c o t t  (1937)  and G e i s t  (1981)  n o t e  t h a t  t h e  s u b f a m i l i e s  

C e r v i n a e  an d  O d o c o i l i n a e ,  r e p r e s e n t e d  by  C e r v u s  an d  O d o c o i l e u s  

r e s p e c t i v e l y ,  may h a v e  b e e n  s e p a r a t e  l i n e a g e s  s i n c e  t h e  M i d c e n e  o r
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e a r l i e r .  Baccus e t  a l .  (1983)  u s i n g  p r o t e i n  e l e c t r o p h o r e s i s  o b t a i n e d  

r e l a t i v e  g e n e t i c  d i s t a n c e  v a l u e s  b e t w e e n  c e r v i d s  i n d i c a t i v e  Of t h i s  

s u b f a m i l i a l  r e l a t i o n s h i p .  T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  o u r  e s t i m a t e s  o f  

d i v e r g e n c e ,  p , a n d  d i v e r g e n c e  t i m e  a r e  u n d e r e s t i m a t e s  a s  w i t h  t h e  

i n t e r - f a m i l y  c o m p a r i s o n s .  N o n e t h e l e s s ,  o u r  p v a l u e  i n d i c a t e s  t h a t  

t h e s e  two d e e r  s p e c i e s  a r e  more c l o s e l y  r e l a t e d  t o  each  o t h e r  t h a n  to  

m e m b e r s  o f  t h e  o t h e r  f a m i l i e s .  S i n c e  t h e  f o s s i l  r e c o r d  i s  n o t  

d e f i n i t i v e  r e g a r d i n g  t h e  o r i g i n  o f  t h e s e  s u b f a m i l i e s  f u r t h u r  a n a l y s i s  

o f  n u c l e a r  and  m i t o c h o n d r i a l  DNA may c l a r i f y  t h e  d e g r e e  o f  d i v e r g e n c e  

o f  t h e s e  g r o u p s .

S t o r m o n t  e t  a l .  ( 1 961 )  p r o p o s e d  t h a t  b i s o n  b e  i n c l u d e d  i n  t h e  

s a m e  g e n u s  a s  c a t t l e ,  B o s , d u e  t o  s i m i l a r i t i e s  o f  b l o o d  g r o u p s . 

B a c c u s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) ,  r e p o r t i n g  s i m i l a r i t y ,  o f  p r o t e i n s  d e t e c t e d  by  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  a g r e e d  w i t h  t h i s  s u g g e s t i o n .  The p v a l u e  o b t a i n e d  

i n  t h i s  s t u d y  f o r  t h e s e  two s p e c i e s  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  from o t h e r  

c o n g e n e r i c  c o m p a r i s o n s  (T a b le  6) b u t  more i n t e r - g e n u s  c o m p a r i s o n s  ( i n  

a d d i t i o n  t o  d e e r - e l k )  a r e  n e e d e d  t o  e s t a b l i s h  c r i t e r i a  f o r  

c l a s s i f i c a t i o n .

Mule d e e r - w h i t e - t a i l e d  d e e r  c o m p a r i s o n s

A l a c k  o f  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t  o f  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  

u s e d  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  s p e c i e s  l e d  u s  t o  c a t e g o r i z e  d e e r  by  t h e  

c o l l e c t o r ’s  ju d g em e n t .  None o f  t h e  f i v e  a l b u m i n  h e t e r o z y g o t e s  w e r e  

r e p o r t e d  t o  h a v e  i n t e r m e d i a t e  m o r p h o l o g y .  F o r  som e  o t h e r  d e e r  

i n t e r m e d i a t e  c h a r a c t e r s  w e r e  r e p o r t e d  ( e g .  a w h i t e t a i l  w i t h  l a r g e
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e a r s ,  o r  a m u l e  d e e r  w i t h  w h i t e t a i l  t y p e  a n t l e r s ) .  I n  a l l  c a s e s  b u t  

one t h e s e  a n i m a l s  gave  a l b u m i n  p a t t e r n s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o v e r a l l  

m o r p h o l o g i c a l  s p e c i e s  d e s i g n a t i o n .  The on e  e x c e p t i o n  was  a m a l e  

d e s c r i b e d  a s  h a v i n g  W h i t e h a l l  a n t l e r s ,  h e a d  an d  r u n n i n g  g a i t ,  m u l e  

d e e r  rump and  t a i l  and was a s s o c i a t e d  w i t h  a g roup  o f  w h i t e t a i l  d o e s .  

U n f o r t u n a t e l y ,  no mtDNA a n a l y s i s  was p o s s i b l e  b u t  he gave  t h e  t y p i c a l  

W h i t e h a l l  a l b u m i n  p a t t e r n .  T h i s  d e e r  was  e x c l u d e d  f r o m  t h e  a l b u m i n  

d a t a  i n  T a b l e  I  s i n c e  h e  d i d  n o t  f i t  e i t h e r  m o r p h o l o g i c a l  c a t e g o r y .

Deer  w i t h  i n t e r m e d i a t e  m o rp h o lo g y  a r e  p e r i o d i c a l l y  r e p o r t e d  by 

w i l d l i f e  b i o l o g i s t s  and  h u n t e r s  i n  M o n ta n a  ( M a c k i e ,  p e r s o n a l  

c o m m u n ic a t io n ) .  These d e e r ,  t h e  a p p a r e n t  s p e c i e s - s p e c i f i c i t y  o f  serum 

a l b u m i n  and  o c c u r r e n c e  o f  r a r e  h e t e r o z y g o t e s  s u g g e s t s  t h a t  l i m i t e d  

h y b r i d i z a t i o n  o c c u r s .  S in c e  t h e r e  was no i n d i c a t i o n  o f  i n t e r m e d i a t e  

m o r p h o l o g y  i n  t h e  a l b u m i n  h e t e r o z y g o t e s  i t  c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  i f  

t h e y  r e s u l t e d  f rom r e c e n t  h y b r i d i z a t i o n  o r  i n t r o g r e s s i o n  o f  t h e  r a r e  

a l l e l e  i n t o  e a c h  s p e c i e s  i n  t h e  m o r e  d i s t a n t  p a s t .  S i n c e  mtDNA i s  

m a t e r n a l l y  i n h e r i t e d ,  h e t e r o z y g o t e  m u l e  d e e r  no .  7,  w i t h  m u le  d e e r  

s p e c i f i c  t y p e  A mtDNA, h a s  p r o b a b l e  m u l e  d e e r  f e m a l e  a n c e s t r y  and  

w h i t e t a i l  p a t e r n a l  i n f l u e n c e ,  w h i l e  w h i t e t a i l  h e t e r o z y g o t e s  n o s .  18 

a n d  1 9 ,  w i t h  w h i t e t a i l  s p e c i f i c  t y p e  C mtDNA, a r e  i n  a w h i t e t a i l  

f e m a l e  l i n e a g e  w i t h  m u l e  d e e r  p a t e r n i t y  i n  t h e i r  p a s t .  I t  a p p e a r s  

t h a t  h y b r i d i z a t i o n  b e tw e e n  t h e s e  two s p e c i e s  may i n v o l v e  e i t h e r  sex .

The mtDNA d a t a  i n d i c a t e  t h a t  M o n ta n a  m u l e  d e e r  c o n s i s t  o f  a t  

l e a s t  t h r e e  m a t e r n a l  l i n e s ,  t y p e s  A a n d  B a p p e a r  t o  be i n t r a -  

p o p u l a t i o n a l  v a r i a n t s  w h i l e  t y p e  D may r e p r e s e n t  a l i n e a g e  i s o l a t e d  

from o t h e r  s am p led  p o p u l a t i o n s .  Montana w h i t e t a i l s  a r e  i n  a f o u r t h
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d i s t i n c t  l i n e a g e .  These d a t a  s u g g e s t  t h a t  a t  p r e s e n t ,  i f  F - I  h y b r i d  

f e m a l e s  b r e e d  a t  a l l ,  t h e y  w i l l  b r ee d  b a c k  to  t h e  m o t h e r ' s  s p e c i e s ,  

k e e p in g  t h e  m a t e r n a l  l i n e a g e  s p e c i e s - s p e c i f i c .

D e s p i t e  t h e s e  d i s t i n c t i o n s  t h e  o v e r a l l  s i m i l a r i t y  o f  mtDNA t y p e s  

b e t w e e n  t h e  d e e r  s p e c i e s  i n  M o n t a n a , a n d  t h e  d i s s i m i l a r i t y  b e t w e e n  

M o n ta n a  m u l e  d e e r  a n d  S i t k a  b l a c k t a i l s '  mtDNA r e q u i r e  e x p l a n a t i o n .  

B l a c k t a i l s  a n d  m u l e  d e e r , b o t h  s u b s p e c i e s  o f  h e m i o n u s  s h o u l d  be  

m o r e  g e n e t i c a l l y  s i m i l a r  t o  e a c h  o t h e r  t h a n  e i t h e r  i s  t o  0 . 

v i r g i n i a n u s .  The d a t a  f o r  se rum a l b u m i n  s u p p o r t  t h i s  w h i l e  t h e  mtDNA. 

d a t a  do n o t .  C a r r  ( p e r s o n a l  c o m m u n ic a t io n )  r e p o r t s  d i g e s t i o n  p r o f i l e s  

o f  T e x a s  m u l e  d e e r  an d  w h i t e t a i l s  a n d  S o u t h  C a r o l i n a  w h i t e t a i l s  

s i m i l a r  t o  my s a m p l e s  f r o m  M o n t a n a ,  I l l i n o i s  a n d  G e o r g i a  d e e r .  

C a l i f o r n i a  m u l e  d e e r  a r e  q u i t e  d i f f e r e n t  f o r  a t e n  e n z y m e  b a t t e r y ,  

w i t h  a n  Eco RI p a t t e r n  s i m i l a r  t o  my S i t k a  b l a c k t a i l .  I f  t h e  mtDNA o f  

t h e  S i t k a  b l a c k t a i l  and C a l i f o r n i a  m ule  d e e r  r e p r e s e n t s  t h e  a n c e s t r a l  

0 . h e m i o n u s  t y p e  a n d  t h a t  i n  e a s t e r n  w h i t e t a i l s  r e p r e s e n t s  t h e  

a n c e s t r a l  0.  v i r g i n i a n u s  t y p e ,  t h e n  t h e  Montana (and Texas)  mule d e e r  

a c t u a l l y  h a v e  t h e  w h i t e t a i l  t y p e .  A p l a u s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  

s u g g e s t e d  by C a r r  ( p e r s o n a l  c o m m u n ic a t io n )  i s  i n t r o g r e s s i o n  o f  mtDNA 

f o l l o w i n g  h y b r i d i z a t i o n .  O th e r  e x a m p le s  o f  p o s s i b l e  i n t e r - s p e c i e s  o r  

i n t e r - s u b s p e c i e s  t r a n s f e r  o f  mtDNA i n  a n i m a l s  a r e  r e p o r t e d  by F e r r i s  

e t  a l .  ( 1 9 8 3 a ) , P o w e l l  ( 1 9 8 3 ) ,  A v i s e  e t  a l .  ( 1 984 )  an d  S p o l s k y  an d  

U z z e l l  (1986) .  I f  i n t r o g r e s s i o n  o f  w h i t e t a i l  mtDNA i n t o  mule  d e e r  h a s  

o c c u r r e d  i n  t h e  p a s t  o u r  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  i n  M o n ta n a  some 

d i v e r g e n c e  h a s  o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e  s p e c i e s '  m i t o c h o n d r i a l  g e n o m e s  

s i n c e  t h e  i n i t i a l  h y b r i d i z a t i o n  e v e n t ( s ) .
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The d a t a  s e e m  t o  s u p p o r t  t h e  s y m p a t r i c  t h e o r y  o f  o r i g i n  o f  

i s o l a t i n g  m e c h a n i s m s  ( M ayr ,  1970 )  w h i c h  p o s t u l a t e s  t h a t  f o l l o w i n g  

g e o g r a p h i c  s p e c i a t i o n ,  i n c i p i e n t  s p e c i e s  w i l l  a t  f i r s t  h y b r i d i z e  

f r e e l y .  T h i s  i s  f o l l o w e d  by r e d u c e d  l e v e l s  o f  h y b r i d i z a t i o n  a f t e r  

s e l e c t i o n  a g a i n s t  h y b r i d s  r e s u l t s  i n  e f f e c t i v e  r e p r o d u c t i v e  i s o l a t i n g  

m echan ism s .  hemionus  and Ol v i r g i n i a n u s  p r o b a b l y  s p e c i a t e d  i n  t h e  

P l e i s t o c e n e  ( K u r t e ' n  a nd  A n d e r s o n ,  1 9 8 0 )  p e r h a p s  d u r i n g  g e o g r a p h i c  

s e p a r a t i o n  d u e  t o  c o n t i n e n t a l  g l a c i e r s .  A r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l  o f  

h y b r i d i z a t i o n  b e t w e e n  t h e  s p e c i e s  a f t e r  c o n t a c t  was  r e - e s t a b l i s h e d  

c o u l d  h a v e  r e s u l t e d  i n  t h e  a p p a r e n t  i n t r o g r e s s  i o n  o f  mtDNA f r o m  

w h i t e t a i l s  i n t o  m u l e  d e e r .  S u b s e q u e n t  c h a r a c t e r  d i s p l a c e m e n t  o f  

b e h a v i o r ,  m o r p h o l o g y  a n d  h a b i t a t  r e q u i r e m e n t s ,  t h e  d i v e r g e n c e  o f  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  and r e d u c e d  l e v e l s  o f  h y b r i d i z a t i o n  b e tw e e n  t h e  

s p e c i e s may a c c o u n t  f o r  t h e  s p e c i e s - s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  t r a i t s  i n  

e x t a n t  p o p u l a t i o n s  i n  Montana.

P e r h a p s  m u l e  d e e r  p o p u l a t i o n s  w e r e  i n i t i a l l y  e s t a b l i s h e d  by  

m a le s  d i s p e r s i n g  i n t o  u n o c c u p ie d  h a b i t a t  an d  b r e e d i n g  w i t h  r e s i d e n t  

w h i t e t a i l  f e m a l e s .  The F - I  h y b r i d  f e m a l e s  may have  s u c c e s s f u l l y  b r e d  

b a c k  t o  m u le  d e e r  m a l e s  e s t a b l i s h i n g  a p o p u l a t i o n  w i t h  m u l e  d e e r  

m o r p h o l o g y  an d  w h i t e t a i l  mtDNA. The  a p p a r e n t  f i x a t i o n  o f  t h e  

w h i t e t a i l  t y p e  mtDNA i n  m u l e  d e e r  p o p u l a t i o n s  may b e  d u e  t o  r an d o m  

d r i f t  i n  s m a l l  f o u n d in g  p o p u l a t i o n s ,  b u t  t h e  w i d e s p r e a d  o c c u r r e n c e  o f  

t h i s  phenomenon may demand a n o t h e r  e x p l a n a t i o n .  F u r t h u r  s t u d y ,  o f  

m i t o c h o n d r i a l  an d  n u c l e a r  g e n o m e s ,  b e h a v i o r  o f  s y m p a t r i c  and  

a l l o p a t r i c  p o p u l a t i o n s ,  c o n t r o l l e d  b r e e d i n g  and r e c o n s t r u c t i o n  of  t h e
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s p e c i e s '  p h y l o g e n i e s  f r o m  t h e  f o s s i l  r e c o r d  a r e  n e e d e d  t o  f u l l y  

e x p l a i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  mtDNA r e p o r t e d  h e r e .
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The

t h a t :

I.

Q )

X '

The

i n d i c a t e

1.

2.

CONCLUSIONS

r e s u l t s  f r o m  i n t r a -  and  i n t e r - s p e c i e s  c o m p a r i o n s  i n d i c a t e

mtDNA r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  a n a l y s i s  m ay  r e s u l t  i n  

u n d e r e s t i m a t e s  o f  d i v e r g e n c e  f o r  i n t e r - f a m i l y  c o m p a r i s o n s  o f  

a r t i o d a c t y l s .

E s t i m a t e s  o f  b a s h  s u b s t i t u t i o n s  p e r  n u c l e o t i d e ,  p ,  f o r  

i n t r a - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  o f  a r t i o d a c t y l s  a r e  g e n e r a l l y  

0 .000 t o  0 .008 w h i l e  i n t r a - f a m i l y ,  i n t e r - s p e c i e s  c o m p a r i s o n s  

r e s u l t  i n  p v a l u e s  o f  0 .05  t o  0 .09 .

E s t i m a t e s  o f  d i v e r g e n c e  t i m e s  f r o m  p v a l u e s  a n d  t h e  f o s s i l  

r e c o r d  a r e  s i m i l a r  f o r  s p e c i e s  ( b l a c k  b e a r - g r i z z l y  b e a r , 

c a t t l e - b i s o n )  s e p a r a t e d  I  t o  3 mybp.

r e s u l t s  f r o m  c o m p a r i s o n s  o f  w h i t e - t a i l e d  a n d  m u le  d e e r  

t h a t :

L i m i t e d  h y b r i d i z a t i o n  p r o b a b l y  o c c u r s  b e t w e e n  t h e  d e e r  

s p e c i e s  i n  M o n t a n a ,  b o t h  s e x e s  o f  b o t h  s p e c i e s  may b e  

p a r t i c i p a t i n g .

mtDNA, serum a l b u m i n  and m orpho logy  a p p e a r  d i s t i n c t  b e tw e e n  

Montana mule  and w h i t e - t a i l e d  d e e r ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i n t e r ­

s p e c i e s  gene  f l o w  i s  n o t  e x t e n s i v e  a t  p r e s e n t .  The a p p a r e n t  

s p e c i e s - s p e c i f i c i t y  o f  mtDNA s u g g e s t s  t h a t  F - I  h y b r i d  

f e m a l e s  b r e e d  back t o  t h e  m o t h e r s '  s p e c i e s  i f  a t  a l l .



39

3. There  i s  a p p a r e n t l y  l i m i t e d  m i t o c h o n d r i a l  g e n e . f l o w  b e tw e en

m u l e  d e e r  f r o m  t h e  B i g h o r n / P r y o r  M o u n t a i n s  a r e a  and  o t h e r  

s am pled  l o c a t i o n s .

4. mtDNA i n  b o t h  d e e r  s p e c i e s  i n  M o n ta n a  a n d  Wyoming  i s  v e r y

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  e a s t e r n  w h i t e t a i l s , a n d  d i f f e r e n t  f r o m  

S i t k a  b l a c k t a i l s  s u g g e s t i n g  i n t r o g r e s s i o n  o f  t h e  W h i t e h a l l  

t y p e  i n t o  mule  d e e r  p o p u l a t i o n s  f o l l o w i n g  h y b r i d i z a t i o n  a t

some t im e  i n  t h e  p a s t .
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APPENDIX

S t a n d a r d  p r o c e d u r e s  f o r  e x t r a c t i o n  o f  mtDNA f rom  a n i m a l  t i s s u e s  

a d a p t e d  f r o m  P o w e l l  an d  Zur f iga  ( 1 9 8 4 )  an d  D a v i s  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  a r e  

g i v e n  b e l o w .  K e e p i n g  t i s s u e s  a n d  t u b e s  on i c e  a t  a l l  t i m e s  u n l e s s  

o t h e r w i s e  n o t e d :

1. M i n c e  1 0 - 2 5  g t i s s u e  f r o m  e a c h  a n i m a l  w i t h  a s c a l p e l .  An 

e l e c t r i c  b l e n d e r  a t  l o w  s p e e d  may b e  u s e f u l  f o r  m u s c l e  

s a m p l e s i

2 .  Hand h o m o g e n i z e  i n  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  h o m o g e n i z i n g  b u f f e r  

( 0 .2  M s u c r o s e ,  I  mM EDTA, 2.5 mM C a C l 2» 0 .0 3  M t r i s - H C l ,  

0 . 0 1 5 %  ( v / v )  T r i t o n - X  1 0 0 ,  f i n a l  pH 7 . 5 )  i n  a d o u n c e  

h o m o g e n iz e r  u n t i l  t i s s u e  i s  l i q u i f i e d .

3. C e n t r i f u g e  1000  X g f o r  t e n  m i n .  a t  4C t w i c e  f o r  b r a i n  o r  

m u s c l e ,  t h r e e  t i m e s  f o r  l i v e r  o r  k i d n e y .  T h i s  r e m o v e s  

n u c l e i  and c e l l u l a r  d e b r i s .

4 .  C e n t r i f u g e  t h e  s u p e r n a t a n t  f rom s t e p  3 a t  14 ,000 X g 40 min 

a t  4C to  p e l l e t  m i t o c h o n d r i a .

5 .  S u s p e n d  p e l l e t  i n  a b o u t  5 ml  0 . 2 5  M s u c r o s e ,  0 .05 M M g C ^  

f o r  a t o t a l  volume o f  t e n  ml.

6 . Add I  ml DNase I  (10  m g /m l  s t o c k )  p e r  10  ml s o l u t i o n  an d  

i c u b a t e  30 m i n .  a t  37C.  T h i s  r e m o v e s  n u c l e a r  DNA an d  i s  

e s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  when n u c l e a r  l y s i s  i s  e x t e n s i v e  a s  i n  

t i s s u e s  w h i c h  h a v e  b e e n  f r o z e n  o r  e x p o s e d  t o  w a rm  

t e m p e r a t u r e s  p o s t - m o r t e m .
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7 .  Add I ml  0 .5  M EDTA p e r  10 ml s o l u t i o n  t o  q u e n c h  t h e  DNase 

r e a c t i o n .

8 . C e n t r i f u g e  a t  1 4 , 0 0 0  X g 20  m i n  a t  4C t o  r e p e l l e t  

m i t o c h o n d r i a .

9 .  Suspend p e l l e t  i n  5 - 1 0  ml I  M EDTA, 0.2 M T r i s - H C l  pH 8.5

10.  Add I  m l  10% SDS ( sodium d o d e c y l  s u l f a t e )  p e r  10 ml s o l u t i o n  

to  l y s e  m i t o c h o n d r i a .

11. Add 100 u l  p r o t e i n a s e - K  ( lOmg/ml s t o c k )  p e r  10 ml s o l u t i o n  

and  i n c u b a t e  a t  6 OC f o r  two h o u r s .

12.  Add 4 ml 5 M p o t a s s i u m  a c e t a t e  p e r  10  ml  s o l u t i o n  t o  

p r e c i p i t a t e  SDS a n d  p r o t e i n s  a n d  l e a v e  on i c e  a t  l e a s t  30 

min .

13. C e n t r i f u g e  a t  l e a s t  9000 X g 45 min. a t  4C.

14. C a r e f u l l y  remove  c l e a r  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  n u c l e i c  a c i d s  

w i t h o u t  d i s t u r b i n g  t h e  S D S - p r o t e i n  p e l l e t .

15 .  P r e c i p i t a t e  n u c l e i c  a c i d s  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  2 - 3  t i m e s  t h e  

s o l u t i o n ' s  vo lume o f  95% e t h a n o l  and keep  a t  —2OC 30-90 min.  

maximum.

16 .  C e n t r i f u g e  a t  l e a s t  9000 X g f o r  30 -60  min.  a t  4C t o  p e l l e t  

n u c l e i c  a c i d s .

17 .  Wash p e l l e t  i n  70% e t h a n o l  t o  remove s a l t s ,  and r e c e n t r i f u g e  

a s  i n  s t e p  16 f o r  20 m in .

18 .  D i s c a r d  e t h a n o l  b e i n g  c a r e f u l  n o t  t o  pou r  o u t  t h e  p e l l e t  and 

a l l o w  t h e  p e l l e t  t o  a i r  d ry .

19.  Suspend p e l l e t  i n  100—200 u l  0.01 M T r i s ,  5 mM EDTA, ph 7.8.



The f i n a l  s o l u t i o n  w i l l  be c l e a r  f o r  b r a i n  and m u s c l e  and amber  

f o r  l i v e r  o r  k i d n e y .  T h i s  y i e l d s  a b o u t  2 - 5  ug mtDNA. B r a i n  

p r e p a r a t i o n s  a r e  a l m o s t  a l w a y s  d i g e s t a b l e  w i t h  r e s t r i c t i o n  enzymes.  

O t h e r  t i s s u e s  a r e  u s u a l l y  d i g e s t a b l e  i f  p r o c e s s e d  w i t h i n  a m o n t h  o f  

d e a t h  b u t  may r e q u i r e  u se  o f  e x c e s s  enzyme d u r i n g  d i g e s t i o n  o r  f u r t h u r  

p u r i f i c a t i o n  by p h e n o l  e x t r a c t i o n  o r  c e s i u m  c h l o r i d e  c e n t r i f u g a t i o n  

( M a n i a t i s  e t  a l . ,  1 982 ;  L a n s m a h  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .



M ONTANA ST A T E  U N IV E R SIT Y  L IB R A R IE S
stks N378.C881

Genetic relationships between white-tail

3 1762 00512051 2


