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RESUMEN

Los canidos (Canidae) son una familia de mamiferos donde estan agrupados los
perros, lobos, coyotes y afines, incluyendo 35 especies (spp) en el mundo. México
cuenta con 4 spp, de la cual el Coyote (Canis latrans) es una de estas especies que
se encuentra altamente relacionada con el lobo (Canis lupus), siendo la especie con
mayor distribucion de América, desde Alaska hasta Panama. En la Republica
Mexicana se han reportado 10 subespecies de las 19 existentes en el mundo; sin
embargo, aun no se han hecho estudios moleculares que lo confirmen.
Taxonomicamente se descarta esta clasificacion por el entrecruzamiento y
localizacion de los individuos debido a que es una especie muy prolifera. El uso de
marcadores moleculares como Citocromo Oxidasa | (COl) y Region Control (CR)
del ADN mitocondrial (ADNmt) nos permite la identificacion y caracterizacion de
especies. En este trabajo, se analizdé la diversidad genética y las relaciones
filogenéticas de los coyotes mediante el uso de marcadores moleculares del ADNmt
[Citocromo oxidasa | (COl), Region Control (CR)], y del ADN nuclear (DRB1 y
ZDHHC16) ya que son los mas reportados para la especie. El objetivo fue analizar
la diversidad genética y filogenia de la especie Canis latrans presentes en los
zoologicos de Meéxico, obtenidas de muestras de sangre de 23 individuos. Se
identifico una alta diversidad genética, encontrandose que los coyotes de México
tienen una diversidad nucleotidica y haplotipica alta para los genes COI, D-loop y
DRB1, ademas que se encontraron nuevos haplotipos para C. latrans en los cuatro
genes estudiados, asimismo en los analisis filogenéticos. Este trabajo representa
una estrategia util para la investigacion de especies poco estudiadas, las cuales no
necesariamente tienen que estar en algun estatus de amenazado o en peligro.

Palabras clave: Canis latrans, ADNn, ADNmt, zooldgicos, México.
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ABSTRACT

The Canidae are a family of mammals that include dogs, wolves, coyotes and others,
including 35 species (spp) worldwide. Mexico has 4 spp, of which the Coyote (Canis
latrans) is one of these species that is highly related to the wolf (Canis lupus), being
the species with the greatest distribution in America, from Alaska to Panama. In the
Mexican Republic, 10 subspecies of the 19 existing in the world have been reported;
however, no molecular studies have yet been done to confirm this. Taxonomically,
this classification is discarded due to the interbreeding and location of individuals
because it is a very prolific species. The use of molecular markers such as
Cytochrome Oxidase | (COIl) and Control Region (CR) of mitochondrial DNA
(mtDNA) allows us to identify and characterize species. In this work, the genetic
diversity and phylogenetic relationships of coyotes were analyzed by using mtDNA
molecular markers [Cytochrome oxidase | (COl), Control Region (CR)], and nuclear
DNA (DRB1 and ZDHHC16) since are the most reported for the species. The
objective was to analyze the genetic diversity and phylogeny of the Canis latrans
species present in Mexican zoos, obtained from blood samples of 23 individuals. A
high genetic diversity was identified, finding that coyotes from Mexico have a high
nucleotide and haplotype diversity for the COI, D-loop and DRB1 genes, in addition
to finding new haplotypes for C. latrans in the four genes studied, identified in the
phylogenetic analyses. This work represents a useful strategy for the investigation
of understudied species, which nevertheless have to be in some state of threatened
or endangered.

Keywords: Canis latrans, nDNA, mtDNA, zoos, Mexico.
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1. INTRODUCCION

Los canidos son una familia de mamiferos carnivoros que agrupa a 35 especies,
México cuenta con cuatro (Ceballos, 2014); el lobo gris mexicano (Canis lupus
baileyi), la zorra gris (Urocyon cinereoargenteus), el zorro del desierto (Vulpes

macrotis) y el coyote (Canis latrans).

1.1. Historia natural de Canis latrans

El coyote es un perro salvaje de la familia de los canidos de tamafio mediano
con longitud total de 107.5 a 115 cm y un peso de 8 a 16 Kg, en los afios 70’s la
esperanza de vida en cautiverio era de 18 afos, mientras que en vida silvestre es
de 8 anos (Bekoff, 1977). Estudios recientes reportan que llegan a vivir 16 afos en
vida silvestre y bajo el cuidado humano alcanzan los 21 afios (Sillero-Zubiri et al.
2004). Esta especie tiene amplia distribucion geografica que abarca desde Alaska
hasta Panama, representada con 19 subespecies diferenciandose en su
morfometria, tamafo y peso entre ellas (Hall, 1981), siendo una especie social con
patrones de actividad crepuscular, es monégama con un periodo de reproduccion
de enero hasta abril. Su alimentacién es generalista con variaciones estacionales.
Dentro de los ecosistemas en areas rurales, causa pérdidas econdmicas
especialmente en ganaderias. Habita en planicies con matorral xerdfilo y pastizales.
Se encuentra desde el nivel del mar hasta 3000 msnm. En el norte de México se le
cataloga como abundante y en ocasiones como plaga, aunque no existen datos de
tendencia poblacional. En zonas boscosas y tropicales son menos abundantes
(Ceballos, 2014).

1.2. Taxonomia

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Mammalia
Orden: Carnivora
Suborden: Caniformia
Familia: Canidae
Género: Canis



Especie: C. latrans Say, 1823
Subespecies de México: C. I. cagottis (Hamilton-Smith,1839),

C. I. mearnsi Merriam, 1897,
C. I. microdon Merriam, 1897,
C. I. peninsulae Merriam, 1897,
C. L. vigilis Merriam, 1897,
C. I. clepticus Elliot, 1903,
C. I. impavidus J.A.Allen, 1903,
C. I. golmani Merriam, 1904,
C. I. texensis V. Bailey, 1905,
C. I. jamesi Towsend, 1912.

Hall (1981) describe que en México existen 10 subespecies, aunque debido
a que los individuos son mas mdviles actualmente y han aumentado su capacidad
de dispersion y al entrecruzamiento, se considera que puede ser impractico el uso
de esta clasificacion (Bekoff y Wells, 1980).

En México, existen estudios moleculares relacionados con la agricultura, la
medicina, la conservacion, la biotecnologia y la gendmica. Particularmente, en
mamiferos se ha estudiado a los pinnipedos, manaties, cetaceos, roedores y
murciélagos (Pifiero, 2008). Sin embargo; no se conoce con exactitud el grado de
variacion y diversidad genética de la mayoria de las poblaciones de especies de

mamiferos en vida silvestre (Lorenzo et al. 2008).

1.3. Importancia de la genética en los zoolégicos

El reconocimiento de la importancia del manejo genético comenzo6 en la
década de los 70’s. La fundacion del Sistema Internacional de Inventario de
Especies (ISIS por sus siglas en inglés), cuenta en su acervo con una base de datos
computarizada sobre animales de zooldgicos (Seal et al. 1977), asi como la
publicacion de varios articulos que abogaron por el manejo genético y demografico
(Flesness, 1977; Foose, 1977; Seal y Flesness, 1978), los cuales fueron
fundamentales para llamar la atencién sobre los problemas de consanguinidad de
las poblaciones pequenas. El ISIS enfatizd la necesidad de mantener registros
precisos, compartir informacion entre zooldgicos y administrar poblaciones
combinadas. El analisis de los registros de reproduccion de los zooldgicos subrayd
la necesidad del manejo genético al demostrar que las tasas de mortalidad de crias



endogamicas excedian a las de crias no endogamicas en una variedad de
mamiferos en el Parque Zoologico Nacional (NZP por sus siglas en inglés) en
Washington D.C. de 1920 a 1984 (Ralls y Ballou, 1983).

En consecuencia, acciones como evitar la endogamia y mantener la
diversidad genética dentro de las poblaciones bajo el cuidado humano se ha
convertido en una prioridad para los zoologicos y acuarios (Ralls y Ballou, 1986;
Soulé et al. 1986). La mayoria de los zooldgicos en Estados Unidos de América han
estado manejando cuidadosamente las poblaciones bajo el cuidado humano para
maximizar el tamafo efectivo de la poblacion y minimizar la endogamia mediante el
intercambio de animales; sin embargo, con el espacio limitado disponible en los
parques zooldgicos y unidades de conservacion, incluso las poblaciones
cuidadosamente manejadas han experimentado cierto nivel de endogamia (Lacy et
al. 1993; Ballou, 1997; Reed et al. 2002).

El objetivo de gestién de los zooldgicos ha evolucionado desde albergar y
exhibir una coleccion de especies tan diversa como sea posible, a crear poblaciones
bajo el cuidado humano autosuficientes que algun dia puedan una fuente para
repoblar poblaciones silvestres (Ralls y Ballou, 1986; Soulé et al. 1986); sin
embargo, un obstaculo para lograr una poblacion bajo el cuidado humano
autosuficiente es el espacio limitado para mantener poblaciones suficientemente
grandes para evitar los impactos negativos de la endogamia y la perdida de la
variabilidad (Norton y Ashley, 2004).

Actualmente, la estrategia de manejo genético basado en minimizar o
eliminar la endogamia se esta aplicando con éxito en algunas especies de
zoologicos y en acuarios; sin embargo, se deben establecer estrategias precisas
para manejar adecuadamente cualquier tipo de organismo de los cuales, ademas
de los registros o fichas de ingreso, se incorporen datos de ADN para establecer el
parentesco mediante redes de haplotipos, las relaciones evolutivas a través de
analisis filogenéticos y con ello establecer las distancias genéticas, que permitan
establecer disefios de esquemas de reproduccién dirigida evitando la
consanguinidad y la expresion de genes recesivos que pudieran comprender la

viabilidad de la especie (Leus et al. 2011).



En este sentido, es preciso sefialar que respecto al coyote (Canis latrans)
incluso otras especies de zoolégicos en México existen pocos datos disponibles
sobre el tamafio y la estructura de las poblaciones silvestres ya que no se presenta
en un estatus amenazado, lo que hace mas dificil evaluar el impacto potencial de
mezclar individuos que descienden de diferentes regiones de su distribucion
geografica. Por ello se utilizé a C. latrans como modelo biologico para evaluar la
diversidad genética y filogenia de la especie Canis latrans presentes en poblaciones
bajo el cuidado humano de los zoologicos de México, haciendo uso de diversos

marcadores y técnicas moleculares que se describen a continuacion.

1.4.Marcadores moleculares estudiados en Canis

Los marcadores moleculares son segmentos del ADN con una ubicacion
fisica identificable (Locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede
rastrear. EI ADN mitocondrial (ADNmt) es el marcador genético mas utilizado en
analisis moleculares presentando 37 genes a lo largo de una molécula circular
cerrada en los animales. Dos de estos genes codifican para ARN ribosomal (12S y
16S), 22 codifican diferentes moléculas de ARN de transferencia (ARNt), y 13
codifican subunidades de proteinas que colaboran el transporte de electrones y la
fosforilacién oxidativa para generar energia celular (ND1, ND2, ND3, ND4, NDA4L,
ND5, ND6, COI, COIl, COlIll, Cyt b, ATPasa6 y ATPasa8). La molécula también
incluye una regién control (CR o D-Loop) donde se inicia la replicacion del ADNmt.
La replicacion es asincrona con las dos cadenas Hy L, y es frecuente, de tal modo
que cientos o miles de copias de ADNmt se encuentran normalmente en las
mitocondrias de cada célula somatica o germinal de un individuo (Avise, 2009).

Entre los marcadores moleculares del ADNmt mas utilizados en mamiferos
se encuentra: el gen molecular citocromo oxidoreductasa subunidad b (Cytb) que
es utilizado en la compresion de las relaciones de congéneres siendo el mas
utilizado en la sistematica de mamiferos por ser es un gen estable (Bradley y Baker,
2001). El gen Cytb esta codificado por la cadena H del ADNmt, mide 1140 pares de
bases (pb), codifica un promedio de 380 aminoacidos y el producto proteico es parte
del complejo Il de la cadena de electrones de la membrana interna mitocondrial. El



Cytb es la unica proteina de la membrana celular que no interactua con ninguna
proteina nuclear (Scotto, 2006). La region control (D-loop) es una secuencia no
codificadora con un tamafno de 1100 nucledtidos aproximadamente. El D-loop
funciona como el lugar de inicio de la transcripcion de la cadena H del ARNmt
presentando secuencias homologas entre diferentes especies (Scotto, 2006). El gen
ribosomal 12S, el cual se encuentra flanqueado por los genes de fenilalanina y
valina en mamiferos (Allard y Honeycutt, 1992) con un tamafo aproximado de 950
pb (Lavergne et al. 1996).

En el ADN nuclear (ADNn) se han estudiado genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) considerado el mecanismo de
defensa contra patdégenos y parasitos mas importantes en vertebrados (Hedrick et
al. 2000). Por su alta diversidad, los alelos del gen MHC clase Il DRB1 han sido
descritos en varios linajes de lobo, coyote y en hibridos de especies del género
Canis (Hedrick et al. 2000). Debido a la importancia del coyote en los ecosistemas
de Estados Unidos, recientemente se describié el gen ZDHHC16. Es un locus
atipico, que tiene funciones putativas relacionadas con el desarrollo ocular, la
respuesta celular al dafio del ADN, el desarrollo del corazdn y la palmitatodilacion
proteica, siendo monomorfico en las poblaciones historicas, pero polimoérfico en

poblaciones con expansion reciente (Heppeneimer et al. 2018).

1.5. Diversidad y diferenciacion genética

Los analisis moleculares contribuyen en la elaboracion de la diversidad
genética, diferenciacion de especies y de poblaciones y en la filogenia de las
especies. Los marcadores mitocondriales estan dirigidos en su mayoria a resolver
problemas filogenéticos (Pumo et al. 1998; Bradley y Baker, 2001; Hoofer et al.
2008; Clare et al. 2011). Las variantes o haplotipos del ADN mitocondrial (ADNmt)
registran la historia matrilineal de eventos mutacionales y pueden conectarse
filogenéticamente, el cual puede a su vez sobreponerse a la distribucion geografica
del grupo de estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos responsables de la
distribucion actual de la especie o grupos de especies (Avise, 2000). Esta es la base



para posteriores estimaciones de flujo y deriva génica que afectan la variabilidad en
las poblaciones.

Para la identificacion de especies se emplean secuencias de ADN
mitocondrial (ADNmt) tales como el Barcoding, que es un sistema en el cual se
emplea un fragmento del gen de Citocromo oxidasa | (Hebert ef al. 2003); de esta
manera, se facilita la identificacion precisa de especies o unidades filogenéticas
para manejo (ej. subespecies o poblaciones), lo cual puede contribuir de manera
importante a lograr objetivos de conservacion como el realizar inventarios, construir
indices de biodiversidad a diferentes escalas y detectar el trafico ilegal de especies
(Allendorf y Luikart, 2007).

A pesar de la limitada disponibilidad de datos moleculares para mamiferos
en México, existen avances en diversos grupos, principalmente en roedores de la
vertiente del Pacifico Norte, Occidente y el Norte, Centro y Golfo de México (Riddle
et al. 2000; Tiemann-Boege et al. 2000), murciélagos en la vertiente del Pacifico
Norte, Occidente, Pacifico Sur, y el Centro, Golfo de México y Sureste (Redondo et
al. 2008), asi como para felinos en la vertiente del Pacifico Norte, Occidente y el
Golfo de México y Sureste (Eizirik et al. 2001; Monterrubio-Rico et al. 2012).
Mientras que en el caso de los coyotes no hay estudios moleculares para la

Republica Mexicana solo de morfometria (Gonzalez, 2004).

1.6. Sistematica molecular de la familia Canidae

Algunos estudios realizados previamente, Dragoo y Honeycutt (1997)
realizaron una sistematica molecular del orden de los Carnivoros donde utilizaron
las regiones Cyt-b, 12S y 16S hicieron analisis filogenéticos, distancias genéticas,
demostrando que los canidos son el grupo ancestral en el suborden Caniformia con
individuos de Estados Unidos de América (USA).

En otro estudio (Wayne et al. 1997), realizaron una sistematica molecular de
la familia Canidae utilizando las regiones Citocromo b (Cyt-b), citocromo oxidasa |
(COl) y citocromo oxidasa Il (COIl), utilizando analisis filogenéticos (Maxima
Parsimonia, Maxima Verosimilitud (ML) y Neighbor-Joining (NJ) y distancias
geneéticas, encontraron que el lobo gris, el coyote y el chacal son un grupo



proveniente de un mismo ancestro en comun (monofilético) con individuos de
Sudameérica.

En cuanto a Naidu et al. (2012) hicieron nuevos oligonucledtidos para la
secuenciacion completa del gen mitocondrial Cyt-b en mamiferos, para las especies
de canidos obtuvieron 4 especies (Canis lupus familiaris, C. I. baileyi, Urocyon
cinereoargenteus y Vulpes macrotis).

Por otro lado, Amaike et al. (2018) realizaron una evaluacion genética de la
poblacién del zorro rojo (Vulpes vulpes) en la isla de Hokkaido, Japon, examinaron
los genotipos del exén 2 del gen DRB1 de la clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) analizaron 232 individuos e identificaron 17 alelos
nuevos. La subpoblacion en el area del sur se diferencié genéticamente de todas
las demas areas ademas de que tiene menor diversidad genética, posiblemente
como resultado de una seleccion y/o un cuello de botella reciente. Adicionalmente,
los mismos autores, mostraron la variabilidad local y la presencia de seleccion en el
gen MHC en esta poblacion, lo que contribuye a la comprension de los antecedentes
histéricos y la evolucion molecular.

En otro estudio Pang et al. (2009), hicieron una revision del origen del perro
domeéstico en al sur del rio Yangtze utilizaron la CR para hacer analisis filogenéticos
con los métodos de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) y de vecinos
cercanos (NJ, por sus siglas en inglés) y redes de haplotipos usando al coyote como
grupo externo sin indicar el origen de este.

Previamente Vila et al. (1997) realizaron analisis de la regién control (CR) en
secuencias de lobos, perros domeésticos y semejantes para saber el origen del perro
domeéstico, para coyotes se encontré una divergencia genética de 0.075 a 0.002
encontraron que su separacion fue hace un millon de afos aproximadamente
utilizando individuos de USA.

Adicionalmente, Bjornerfeldt et al. (2006) realizaron una revision de la
domesticacion del perro, donde utilizaron la region mitocondrial CR, haciendo
analisis de ML, NJ e Inferencia Bayesiana (IB) y utilizando al coyote como grupo
externo con dos individuos de USA, encontrando un valor de soporte de 1 entre los
clados de Canis.



Por otro lado, Heppeneimer et al. (2018) realizaron una evaluacion de dos
frentes de expansidon de coyotes recientes y distintos hacia el Este de USA, para
investigar patrones de diversidad gendmica e identificar variantes que pueden haber
estado en bajo seleccion durante su expansion. Usando una secuenciacion de ADN
asociada a la restriccion (RADseq) de 394 individuos con 22,935 SNP descubrieron
que la estructura general de la poblacién correspondia a su rango histérico del siglo
XIX'y dos poblaciones distintas que se expandieron durante el siglo XX observando
evidencia minima de una diversidad gendmica entre los coyotes, lo que
probablemente sea hibridacion con otras especies del género Canis. Ademas,
identificaron 12 SNP, ubicados dentro de genes o regiones reguladoras putativas,
que se asocian consistentemente con su rango de expansién. También observaron
que el alelo de menor frecuencia del locus ZDHHC16 estaba ausente del rango
historico, pero presente en frecuencias apreciables, tanto en poblaciones
recientemente expandidas.

Igualmente, Heppeneimer et al. (2018) did a conocer tres explicaciones
generales para el origen de esta variante en las poblaciones de coyotes orientales:1)
la mutacion estaba presente en el rango histérico, pero a una frecuencia
extremadamente baja que no fue capturada en el muestreo, 2) se produjo una
mutacion de novo, ya sea convergentemente a lo largo de ambos frentes de
expansion, o a lo largo de una fuente y luego fue transferido a través de flujo
geneético interespecifico, o 3) este alelo introgresado de una especie de Canis
estrechamente relacionada después de un evento de hibridacion y posteriormente
fue transferido a través del flujo genético, pudiendo ser que un caso adicional de
introgresion adaptativa. En general, los estudios de canidos se han realizado para
ordenar la familia y las especies (Wayne et al. 1997), asi como la ancestria del perro
domeéstico (Vila et al. 1997), en la mayoria de los trabajos que incluyen a C. latrans
lo consideran como grupo externo (Vila et al. 1997), ademas en la mayoria de
estudios los individuos son de Estados Unidos de América (Dragoo y Honeycutt
1997; Bjornerfeldt et al. 2006; Bidlack et al. 2007) y Canada (Hopken et al. 2016)
algunos solo dicen Norteamérica (Koepfli et al. 2015) mientras que en otros no se
demuestran de donde fueron colectadas las muestras (Pang et al. 2009; Thalmann



et al. 2013). Para el conocimiento de la sistematica de coyotes esto es un limitante
ya que no se tiene informacion exacta para el pais. Aunque es una especie con
amplia distribucion, siendo de los animales tope en la cadena trofica, se ha dado
poca importancia a su estudio.

El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad genética y filogenia de la
especie Canis latrans presentes en poblaciones de los zoologicos de México.

2. HIPOTESIS
Los individuos de la especie Canis latrans en los zooldgicos de Meéxico,
presentan una alta diversidad genética.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Analizar la diversidad genética y filogenia de la especie Canis latrans presentes
en los Zoolégicos de México.

3.2. Objetivos especificos

1. Analizar la diversidad genética de la especie de Canis latrans de los Zooldgicos
de México empleando diferentes marcadores moleculares de ADNmt (CRy COl)
y ADN nuclear (DRB1y ZDHHC16).

2. Establecer los analisis de haplotipos con los marcadores moleculares de ADNmt
(CR y COI) y ADN nuclear (DRB1 y ZDHHC16), en Canis latrans de los
zoologicos de México.

3. Determinar, mediante los analisis filogenéticos, la relacion de individuos de
Canis latrans de los zoologicos de México.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material biolégico
Se analizaron secuencias del ADNmt (CR y COl), y ADNn (DRB1y ZDHHC16),

obtenidas de muestras sangre de individuos de la especie Canis latrans, que fueron
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colectados a partir de individuos de zooldgicos georreferenciados de la Republica

Mexicana (Tabla 1 y Figura 1). Adicionalmente se realizé una busqueda de las

secuencias reportadas en base de datos del GenBank-NCBI para la obtencion de

secuencias reportadas de la especie.

Tabla 1. Nombre, ubicaciéon y numero de individuos de coyotes, presentes en los zoolégicos de

México
No.
No. Zoologicos de México Posible subespecie Municipio Estado individu
os
1 Zoo. Guadalajara Guadalajara Jalisco 3
C. I. impavidus-vigilis
(ZooGDL)
2 Zoo. Morelia Parque Benito Morelia Michoacan 3
Juarez (ZooMor)
3 Mundo Granjero y Contepec Michoacan 4
. C. I. catottis-vigilis
Zoolégico (MGZ)
4 Zoo. Morole6n areas Moroleén Guanajuato 3
verdes (ZooMLeon)
5 Zacango (Z) Calimaya EdoMex
C. I. catottis
Zoo. El Ocotal (EO) San Andrés Timilpan EdoMex
Zoo. Nuevo Laredo Nuevo Laredo Tamaulipas
C. I. microdon-texensis
(ZooNL)
8 Parque Ecoldgico la C. I. impavidus- Zacatecas Zacatecas 3
Encantada (PELE) mearnsi-vigilis
Total 23
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Figura 1. Distribucién geografica de los zoologicos de México que presentan individuos de C. latrans

y fueron utilizados para este proyecto.

10



4.1.1. Material para la toma de muestra

Hielera convencional con gradilla Liga hemostatica

Hielo o Gel refrigerante Lazos

Jeringas de 3 ml con aguja gris No 22, Rasuradora inalambrica
32 mm Plumén permanente
Equipo Vacutainer (Agujas No 21, 1.5, Libreta de campo
Camisa, Tubos EDTA) Lapiz

Torundas de Algodén con Alcohol

4.1.2. Procedimiento
Los ejemplares de cada zooldgico que se sometieron a muestreo, con previo ayuno
de 12 h. Se verificé el estado fisico de cada individuo y se registraron los datos en
un cuaderno de campo Yy se rotul6 el tubo vacutainer de cada ejemplar (Tabla 2).

Tabla 2. Datos de los individuos de los zooldgicos de México Se muestra un ejemplo de la muestra
ZooMor1 del zoolégico de Morelia.

Zooldégicos Etiqueta Sexo Edad aprox. Historia

Zoo Morelia  ZooMor1 M 4 anos Decomiso de Profepa

La inmovilizacion de los ejemplares se realizé mediante contencion fisica y la
muestra sanguinea se colectd de la extremidad anterior derecha, previo higiene,
rasurado y desinfeccidn para la puncion de la vena cefalica, y con un tubo vacutainer
(BD, USA) se colectaron 4 ml de sangre. Las muestras de sangre fueron colocadas
en un medio con refrigerante para su traslado al laboratorio y posterior analisis
filogenéticos. Adicionalmente, de cada individuo se registré una medida longitudinal
(cm), el peso (kg) y la presencia de ectoparasitos. La estandarizacion para la PCR
se realizé en el Centro de Biotecnologia Gendmica (CBG) del Instituto Politécnico

Nacional (IPN) en Reynosa, Tamaulipas.

4.2. Extracciéon de ADN
A partir de muestras colectadas, se tomaron 300 microlitros (ul) de sangre

con EDTA colocandolo en un microtubo de 1.5 ml, la extracciéon de ADN gendémico
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total se realizaron por medio de kit Mammalian Genomic DNA Extraction Kit (Sigma
G1N350, USA).

4.3.Electroféresis
Para verificar la calidad de ADN, las muestras se separaron por electroforesis
en geles de agarosa al 1% tefiidos con SyBr Gold, en TBE 1X (Tris-borato 0.040 M,
EDTA 0.001 M a pH 8), aplicando una corriente de 80 Volts durante 60 minutos

(min).

4.4. Cuantificacion
Para hacer la cuantificacion del ADN, se colocé 1 ul de la extraccion del ADN
en el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

4.5. Amplificacién de ADN por Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En las reacciones para la amplificacién de ADN por PCR se utilizaron juegos

de oligonucledtidos reportados previamente para amplificar el marcador
mitocondrial CR, COl y DRB1 (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los iniciadores reportados para la region D-loop, DRB1 y COI.

Tm ali= Temperatura de alineamiento, % GC= porcentaje de Guanina y Citosina y pb= pares de

bases.
Nombre
Sentido Tm %GC
Referencia Region Primer del pb
5a3 ali.
haplotipo
Forward TATATTGAATCACCCCTACTGTG CalaCRF
Rashleich et
D-loop 35 43 533
al., 2008
Reverse GGCATATYCCCTGAGAGCAG CalaCRR
Forward AAGTCCGAGTGCTATTTCACC DM1
Hedrick et al.,
2000 DRB1 57 63 249
Reverse TCGCCGCTGCACCGTGAAGCT DM2
COl Forward TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC FishF2 54 43 704
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Ward et al.,
2005

Reverse ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA FishR2

Las concentraciones de los diferentes reactivos que se utilizaron para la PCR se
muestran en la tabla 4 donde se utilizé un total de 15 pl para cada muestra.

Tabla 4. Reactivos con su concentracion y volumen que se utilizaron para las PCR.

Reactivos Volumen
H20miia 9.775 i
Buffer PCR 5X 1 ul

MgCI2 3 mM 1.2 I

dNTPs 200 um 0.4 pl

Oligos 0.2 pmol directo y reverso 0.3 ul+0.3pl
ADN 50 2 ul

God Taqg DNA polimerasa 0.125 U 0.025 i
Total 15 pl

Las condiciones utilizadas en las amplificaciones consistieron en 5 min a 95
°C, seguido de 5 ciclos de desnaturalizacion 45 segundos (seg) a 95° C,
alineamiento 45 seg a 62° C disminuyendo 2° C cada ciclo, extension 1.5 min a 72°
C seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion 45 seg a 95° C, alineamiento 45 seg a
55° C, extension 1.5 min a 72 °C y una extension final de 5 min a 72° C, incubando
a 16° C por 5 min. Para llevar a cabo la reaccion, las muestras se colocaron en un
termociclador MJ Research DNA engine TETRADZ2 (Bio-Rad). Los productos de
amplificacion se revisaron por medio de electroforesis con las condiciones antes

mencionadas.

4.6.Secuenciacion
La secuenciacion del ADN se realizé por el método de dideoxy (Sanger et al.
1977), mediante el sistema comercial ABlI TagMan 7500 (Thermofisher) a través de

la empresa comercial Eurofins Genomics USA.
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4.7. Analisis de diversidad genética
Las secuencias de ADN se editaron y alinearon con el programa Bioedit
v7.2.6 (Hall, 1999). Posteriormente, para la obtencién del numero de sitios
polimorficos, sitios invariables y sitios parsimoniosamente informativos se utilizé el

programa DnaSP v6.0.76 (Rozas, 2017).
Para cada gen se utiliz6 la diversidad haplotipica (h) y la diversidad

nucleotidica (Pi) segun las formulas de Nei (1987):

_n(@—-¥x)

n—1

i n
Pl=n_1lex]dl]
i

h

Donde:
n= numero total de individuos en la poblacion.

xi= la frecuencia en la poblacién de la secuencia i-ésima.

x= la frecuencia en la poblacion de la secuencia j-ésima.

d;= el numero de diferencias nucleotidicas por sitio entre las secuencias i-ésima y j-
ésima.

Para el calculo de diversidad genética, se incluyeron secuencias de coyotes
de los zooldgicos de los Estados Unidos Mexicanos (MX) obtenidas en este estudio
y secuencias reportadas en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés) utilizando solo una parte del haplotipo como
referencia y poder hacer la comparaciéon (Anexo 1). Para el gen COI se analizaron
16 secuencias de MX y 8 secuencias de Canada y USA (16 MX /8 CA y USA), en
D-loop (22 MX / 64 USA), en DRB1 (18 MX /10 USA) y en ZDHHC16 Unicamente
se utilizaron 19 secuencias de los zooldgicos de MX, ya que no se encontr6 ningun
registro en el NCBI.

La informacién depositada en NCBI, acerca de la diversidad haplotipica y

nucleotidica de C. lafrans, fue limitada en algunos aspectos como numero de

muestras y secuencias analizadas por los autores para los diferentes genes
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utilizados, por ello, la informacion obtenida de las secuencias correspondiente al
gen D-loop de las muestras analizadas en el presente estudio, fue comparada con

la informacién proporcionada directamente por los autores sefialados en la tabla 5.

Tabla 5. Haplotipos encontrados por distintos autores. Informacién tomada del NCBI con

modificaciones.

Gen No. Access n Haplotipo Autor Lugar Haplotipo NCBI Origen NCBI

AY172675.1 1 D-loop_hap1 .

- haplotipo 2 let

Kim et al., 2011 Corea aplotipe completo
AY172674.1 1 D-loop_hap2 haplotipo 1 completo
JX987491.1 1 D-loop_hap3 Wengert et al., 2013 California y Nebraska EUA mitocondrial parcial
D-loop
AF098154.1 1 Koop et al., 1998 - clone Coyote16 parcial
D-loop_hap4

KF661096.1 1 Thalmann et al., 2013 EUA isolate coyote1 parcial mitocondrion
AF098153.1 1 D-loop_hap5 Koop et al., 1998 - clone COYOTE14 parcial

4.8. Analisis redes de haplotipos

Para la red de haplotipos se consideré una matriz de datos constituida con
las secuencias para cada uno de los genes Cytb, COI, DRB1 y ZDHHC16. El
numero de unidades taxondmicas operativas (OTUs) generado fue cada una de las
secuencias obtenidas en el presente trabajo para los haplotipos unicos
pertenecientes a la especie Canis latrans para los genes COIl, DRB1, D-loop y
ZDHHC16, ademas de secuencias reportadas en el banco de datos NCBI (Anexo 1
y 2). La relacion entre los haplotipos fue determinada mediante la construccion de
redes de haplotipos bajo el método Median Joining Network (MJN) con el Software
PopART v1.7 (Leigh y Bryant, 2015).

4.9. Analisis filogenéticos

Para realizar las reconstrucciones filogenéticas se consideré una matriz de
datos constituida para cada uno de los genes: 26 (OTUs) y 653 caracteres del gen
COl, 75 OTUs y 478 caracteres del gen D-loop, 35 OTUs y 192 caracteres del gen
DRB1, 39 OTUs y 848 caracteres del gen ZDHHC16 (Tabla 5). El numero de OTUs
comprendio todas las secuencias obtenidas en el presente trabajo y haplotipos
unicos pertenecientes a la especie Canis latrans para los genes COIl y D-loop,
mientras que el gen DRB1 se considero los taxones del género Canis, y para
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ZDHHC16 los OTUs del suborden Caniformia reportadas en banco de datos (NCBI).
Adicionalmente se incluy6 a la especie Canis lupus para la matriz del gen COI
(KX156588) y D-loop (MH746950), la especie Vulpes vulpes para el gen DRB1
(KU519432) y la especie Puma concolor para el gen ZDHHC16 (XM025918097),
como grupo externo, también reportadas y tomadas de NCBI (Anexo 1y 2).

Los arboles filogenéticos se construyeron mediante los métodos de
probabilisticos como lo es la inferencia bayesiana (IB), asi como los métodos de
caracteres de Maxima Verosimilitud (ML), Neighbor-Joining (NJ) y el método de
grupo de pares no ponderados con medias aritméticas (UPGMA). Los programas
utilizados fueron el jModeltest v.2.1.10 (Darriba et al., 2012) para los modelos de
evolucion molecular y se seleccionaron utilizando los Criterio de Informacion Akaike
(AIC) corregido (AICc) (Alfaro y Huelsenberck, 2006), el Criterio de Informacion
Bayesiano (BIC) (Huelsenbeck, 2004), y el método decision teorica (DT) (Minin et
al. 2003). El modelo para COIl fue TPM1uf (Kimura, 1981+ frecuencias de bases
desiguales) con los criterios (AICc, BIC y DT), para D-loop, HKY+G (Hasegawa et
al. 1985)+ distribucion gamma) con los criterios (BIC y DT), para DRB1,
TPM2uf+1+G (Kimura, 1981) + sitios invariables + distribucion gamma) con los
criterios (AICc, BIC y DT), y para ZDHHC16, TrN+l (Tamura, 1993) + sitios
invariables) con los criterios (AIC y AlCc). Para el gen D-loop fueron proporcionadas
muestras del Dr. Benjamin N. Sacks (Unidad de Ecologia y Conservacién de
Mamiferos/Laboratorio de Genética Veterinaria y Departamento de Salud y
Reproduccion de la Poblacién, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de
California, Davis, CA, USA), donde el método fue TrN+l (Tamura, 1993) + sitios
invariables) con el criterios AIC, K80 (Kimura, 1980) con AlCc, HKY+G (Hasegawa,
1985)+ distribucion gamma) con BIC y TPM2+| (Kimura, 1981) + sitios invariables)
con DT.

MEGA X (Kumar et al. 2018), y MrBayes v.3.2.7a (Ronquist y Huelsenbeck,
2003). Los soportes de los nodos se estimaron con analisis bootstrap (BP) de 500
réplicas y con probabilidad posterior (PP). Los analisis bayesianos se corrieron con
1X10° generaciones usando dos Cadenas de Markov de Montecarlo (MCMC) con
las opciones predeterminadas en Mr. Bayes v3.2. Los arboles se muestrearon cada
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1,000 generaciones, descartando el 10% para obtener un arbol de consenso de
mayoria. Para visualizar los arboles se utiliz el programa FigTree v1.4.0 (Rambaut,
2012).

4.10. Distancias genéticas
Para el calculo de las distancias genéticas se us6 el modelo K2P (Kimura 2
Parametros) en el programa MEGA X (Kumar et al. 2018). La seleccion del modelo
K2P se basé en la tasa de transiciones, la cual es frecuentemente mas alta que las
transversiones en ADN mitocondrial (Brown et al. 1982; Kumar et al. 1993).

5. RESULTADOS

5.1. Extraccion de ADN
Se extrajo ADN genomico de 23 muestras de C. latrans obtenidas de
diferentes zooldgicos de la Republica Mexicana observandose ADN de buena

calidad (Figura 2).

Figura 2. ADN purificado de muestras bioldgicas de Canis latrans en gel de agarosa al 1%, en TBE
1X tefidos con Sybr Gold.

5.2. Cuantificacién
El resultado de la cuantificacion y calidad del ADN gendmico se muestra en
la tabla 6. Observandose ADN de buena calidad ~1.8 (A260/280).

Tabla 6. Cuantificacion del ADN gendmico con NanoDrop 2000 de muestras sanguineas de Canis
latrans obteniendo una concentraciéon minima de 24.8 ng/ul en la muestra ZooNL1 y una maxima de
177.4 ng/yl con la muestra ZooGDL528.
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Concentra Tipo
IDdemuestra  N°mPrede  pochayhora cion de Unidad A260 A2s0 260/ 2600 de Factor ~ DNA  H:0
usuario acido 280 230 muest
nucleico ra

15/08/2019

ZooMor1 Estacion256 11:52:48 a.m. 39.5 ng/ul 0.791 0.452 1.75 0.69 DNA 50 31.65 18.35
15/08/2019

ZooMor2 Estacion256 11:54:54 a.m. 46.4 ng/ul 0.928 0.488 1.9 0.97 DNA 50 26.94 23.06
16/08/2019

z1 Estacion256 11:18:25 a.m. 337 ng/pl 0.674 0.392 1.72 0.35 DNA 50 37.09 12.91
16/08/2019

z2 Estacion256 11:20:06 a.m. 29.2 ng/pl 0.583 0.356 1.64 0.42 DNA 50 42.81 7.19
19/08/2019

ZooMor3 Estacion256 11:10:31 a.m. 26.6 ng/ul 0.531 0.294 1.81 0.84 DNA 50 46.99 3.01
19/08/2019

EO1 Estacion256 11:13:53 a.m. 327 ng/pl 0.654 0.357 1.83 0.99 DNA 50 38.23 11.77
19/08/2019

EO2 Estacion256 11:15:12 a.m. 39 ng/pl 0.781 0.43 1.82 1.08 DNA 50 32.05 17.95
20/08/2019

ZooNL1 Estacion256 10:47:12 a.m. 24.8 ng/pl 0.497 0.271 1.83 0.8 DNA 50 50.00 0.00
20/08/2019

ZooNL2 Estacion256 10:49:26 a.m. 58.4 ng/pl 1.168 0.643 1.82 1.27 DNA 50 21.40 28.60
20/08/2019

ZooNL3 Estacion256 10:50:45 a.m. 394 ng/pl 0.788 0.43 1.83 1.07 DNA 50 31.73 18.27
21/08/2019

ZooMLeon1 Estacion256 11:13:45 a.m. 46.9 ng/ul 0.938 0.515 1.82 1.15 DNA 50 26.65 23.35
21/08/2019

ZooMLedn2 Estacion256 11:15:09 a.m. 48.8 ng/ul 0.976 0.56 1.74 0.84 DNA 50 25.61 24.39
21/08/2019

ZooMLedn3 Estacion256 11:17:22 a.m. 37.6 ng/ul 0.752 0.409 1.84 1.02 DNA 50 33.24 16.76
22/08/2019

MGZ1 Estacion256 11:12:42 a.m. 374 ng/pl 0.747 0.399 1.87 1.02 DNA 50 33.42 16.58
22/08/2019

MGZ2 Estacion256 11:13:54 a.m. 42.2 ng/pl 0.843 0.468 1.8 1.08 DNA 50 29.62 20.38
22/08/2019

MGZ3 Estacion256 11:15:14 a.m. 43 ng/pl 0.86 0.474 1.81 1.04 DNA 50 29.07 20.93
22/08/2019

MGZz4 Estacion256 11:17:14 a.m. 42.4 ng/pl 0.848 0.468 1.81 1.07 DNA 50 29.48 20.52
23/08/2019

ZooGDL335 Estacion256 10:52:04 a.m. 36.3 ng/pl 0.725 0.394 1.84 1.01 DNA 50 34.44 15.56
23/08/2019

ZooGDL528 Estacion256 10:53:37 a.m. 177.4 ng/pl 3.547 1.933 1.84 1.86 DNA 50 7.05 42.95
23/08/2019

ZooGDL8284 Estacion256 10:54:58 a.m. 152.6 ng/pl 3.052 1.659 1.84 1.81 DNA 50 8.19 41.81
10/10/2019

PELE1 Estacion256 11:54:30 a.m. 55.3 ng/pl 1.105 0.583 1.9 1.35 DNA 50 22.60 27.40
10/10/2019

PELE2 Estacion256 11:55:54 a.m. 67.4 ng/pl 1.347 0.725 1.86 1.28 DNA 50 18.55 31.45
10/10/2019

PELE3 Estacion256 11:57:05 a.m. 54.6 ng/pl 1.092 0.594 1.84 1.22 DNA 50 22.89 27.11

5.3. Amplificacion por PCR

Se sintetizaron los iniciadores para los genes D-loop, COIl, DRB1y ZDHHC16

en la empresa Eurofins Genomics (Tabla 7), para las 23 extracciones obteniéndose

un total de 92 amplicones de Canis latrans (Figura 3 y 4).

Tabla 7. Secuencia nucleotidica de los iniciadores reportados para la region ZDHHC16 disefiado

para este trabajo. Tm ali= Temperatura de alineamiento, % GC= porcentaje de Guanina y Citosina y

pb= pares de bases.

Tm
Referencia Region Sentido Primer Nombre i GC pb
ali.
F TTGCCATTCTGTCCAGACCT ZDHHC16F
Presente
. ZDHHC16 55 48 889
trabajo
R CTGAGCAGTAAAGACCCACCA ZDHHC16R

18



DRB1 ZDHHC16 D-loop
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Figura 3. Amplicones de DRB1, ZDHHC16, D-loop de Canis latrans en gel de agarosa al 1%, en TBE
1X tefidos con Sybr Gold. M) Marcador de tamafio molecular 1Kb DNA Plus Ladder.

COlI
ZooNL2 ZooNL3

21/11 21/11

704 pb

Figura 4. Amplicones de COI de Canis latrans en gel de agarosa al 1%, en TBE 1X tefiidos con Sybr
Gold. M) Marcador de tamafio molecular 1Kb DNA Plus Ladder.

5.4. Secuenciacion
Se obtuvieron secuencias de los genes COI, D-loop, ZDHHC16 y DRB1 de
23 muestras de Canis latrans (Figura 5).
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Figura 5. Electroferograma obtenido en la secuenciacion de fragmentos de ADN. Se muestra un
ejemplo de la muestra EO1 de la region COI de uno de los electroferogramas visualizados con el

software Bioedit, en donde se compararon y editaron las secuencias de las cadenas obtenidas.

5.5. Analisis de secuencias
5.5.1. Diversidad haplotipica

Se obtuvieron un total de 16 secuencias para el gen COI, 23 secuencias para
el gen D-loop del ADNmt, 18 secuencias para DRB1 y 19 secuencias para el gen
ZDHHC16 del ADNnN para la especie C. latfrans presentes en los zoologicos de MX.
En las muestras de los zooldgicos de MX se encontraron 11 haplotipos en el gen
COl, 13 haplotipos para el gen D-loop, 12 haplotipos para el gen DRB1 y 5
haplotipos para el gen ZDHHC16, mientras las secuencias y haplotipos encontrados
en el NCBI fueron 6 para gen D-loop, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de haplotipos de C. latrans de los zoolégicos de MX encontrados en este trabajo
para cada gen y del NCBI.

Numero de Numero de Numero Numero
Reqié secuencias de haplotipos de los de de
egion . o . :
los zooldgicos zooldégicos de secuencia haplotipos
de México México s de NCBI de NCBI
COl 16 11 0 0
D-loop 23 13 6 5
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DRB1 18 12 0 0
ZDHHC16 19 5 0 0

La frecuencia relativa que se obtuvo de cada haplotipo de los genes utilizados
en el estudio para los individuos de los zoologicos de MX fue en general de 0.0625
para el gen COl, para el gen D-loop fue en un rango de 0.0435 hasta 0.1304 (Tabla
9).

Tabla 9. Numero de haplotipos de los zoolégicos de MX con su frecuencia absoluta (FA) y frecuencia

relativa (FR).

COl MX FA FR D-loop_MX FA FR DRB1_MX FA FR ZDHHC16_MX FA FR
COl_hap 1 2 0.125 Dloop-hap1 3 0.1304 DRB1_hap1 2 0.1111 ZDHHC16_hap1 14 0.7368
COl_hap 2 4 0.25 Dloop-hap2 3 0.1304 DRB1_hap2 3 0.1667 ZDHHC16_hap2 2 0.1053
COl_hap 3 1 0.0625 Dloop-hap3 3 0.1304 DRB1_hap3 1 0.0556 ZDHHC16_hap3 1 0.0526
COl_hap 4 2 0.125 Dloop-hap4 1 0.0435 DRB1_hap4 2 0.1111 ZDHHC16_hap4 1 0.0526
COl_hap 5 1 0.0625 Dloop-hap5 1 0.0435 DRB1_hap5 2 0.1111 ZDHHC16_hap5 1 0.0526
COl_hap 6 1 0.0625 Dloop-hap6 1 0.0435 DRB1_hap6é 2 0.1111 Total 19 1
COl_hap 7 1 0.0625 Dloop-hap7 2 0.087 DRB1_hap7 1 0.0556
COl_hap 8 1 0.0625 Dloop-hap8 1 0.0435 DRB1_hap8 1 0.0556
COl_hap 9 1 0.0625 Dloop-hap9 3 0.1304 DRB1_hap9 1 0.0556
COl_hap 10 1 0.0625 Dloop-hap10 1 0.0435 DRB1_hap10 1 0.0556
COl_hap 11 1 0.0625 Dloop-hap11 1 0.0435 DRB1_hap11 1 0.0556

Total 16 1 Dloop-hap12 2 0.087 DRB1_hap12 1 0.0556
Dloop-hap13 1 0.0435 Total 18 1
Total 23 1

La diversidad haplotipica (Hd) que presentaron los genes mitocondriales para
las muestras de los zoologicos de MX, fue en el gen COIl con Hd = 0.933, para el
gen D-loop se obtuvo Hd = 0.945, el gen DRB1 fue de Hd = 0.954, y por ultimo el
gen ZDHHC16 se obtuvo Hd = 0.462, mientras que en las secuencias de NCBI del
gen D-loop Hd = 0.933 (Tabla 10).
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Tabla 10. Diversidad haplotipica (Hd) de C. latrans de los zoolégicos de MX encontrados en este

trabajo para cada gen y del NCBI.

Region Diversidad Hd dg Ips zooloégicos de Diversidad Hd de
México NCBI

COl 0.933 0

D-loop 0.945 0.933

DRB1 0.954 0

ZDHHC16 0.462 0

5.5.2. Diversidad nucleotidica

La diversidad nucleotidica (Pi) que presentaron los genes mitocondriales
para las muestras de los zoolégicos de MX fueron en el gen COI con Pi = 0.00676,
el gen D-loop se obtuvo Pi = 0.0153, el gen DRB1 demostrdé Pi = 0.04517, mientras
que el gen ZDHHC16 present6 Pi = 0.00109, mientras que en las secuencias de
NCBI para el gen D-loop con un valor de Pi = 0.01897 (Tabla 11).

Tabla 11. Valores de la diversidad nucleotipica (Pi) de C. latrans de los zooldgicos de MX

encontrados en este trabajo para cada gen y del NCBI.

Reqié Diversidad Pi de los zoolégicos de  Diversidad Pi de
egion

México NCBI
COl 0.00676 0
D-loop 0.0153 0.01897
DRB1 0.04517 0
gDHHC1 0.00109 0

Los numeros de las posiciones polimorficas parsimoniosas (P) para las
secuencias de los zooldégicos de MX para el gen COl es de P = 9 mientras que las
posiciones singletons (S) fueron S = 11, ademas de mostrar las mutaciones de
transiciones (Ts’s) fueron Ts’s = 16 y transversiones (Tv's) fueron Tv's = 4, en el
gen D-loop se presentaron un P = 22, presentando un S = 5, ademas de mostrar las
mutaciones Ts's = 26 y Tv's = 1, el gen DRB1 se presentaron un P = 18,
presentando un S = 4, ademas de mostrar las mutaciones Ts's=6y Tv's =16y el
gen ZDHHC16 se mostré un P = 2, presentando un S = 5, ademas de mostrar las
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mutaciones Ts's = 2 y Tv's = 5. Por otra parte, los numeros de las posiciones
polimorficas (P) para las secuencias reportadas del gen D-loop encontradas en
NCBI, presenté un P = 8, presentando un S = 14, ademas de mostrar las mutaciones
Ts's=21yTv's=1 (Tabla 12).

Tabla 12. Numero de posiciones polimérficas y mutaciones de los genes COI, D-loop, DRB1 vy

ZDHHC16 de los zooldgicos de México.

Transiciones Transversiones

Region Posiciones polimérficas
(Ts’s) (Tv’s)
MX
Parsimoniosas Singletons
Col 9 11 16 4
D-loop 22 5 26 1
DRB1 18 4 6 16
ZDHHC16 2 5 2 5
NCBI gen
8 14 21 1
D-loop

5.6. Analisis redes de haplotipos

Se utiliz6 una matriz de secuencias para cada uno de los genes y se
realizaron la red de haplotipos COI (Figura 6), D-loop (Figura 7), DRB1 (Figura 8) y
ZDHHC16 (Figura 9) observando que en la red de haplotipos para el gen COI se
muestra una agrupacion central para las muestras de México mientras que se tiene

4 separaciones de la misma con respecto a las secuencias de NCBI (Anexo 2).
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USA
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Figura 6. Red de haplotipos de MJN para el gen COI, que muestra las relaciones de los individuos

de C. latrans, basado en 653 pb de las secuencias concatenadas de gen COI. El circulo es el tamafo

proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las ramas es

proporcional al nUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el nimero

de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos hipotéticos

que no fueron encontrados o haplotipos ancestrales, en el poligono podemos observar las muestras

de los zooldgicos de México con respecto a las de NCBI-Bold en el anexo 2.

En la red de haplotipo para el gen D-loop (Figura 7) se utiliz6 una matriz de

datos que comprendié 478 pb de 87 secuencias, se demuestran una red con 7

separaciones de las secuencias de Meéxico con respecto a las de NCBI,

agrupandolos en toda la red.
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Figura 7. Red de haplotipos de MJN para el gen D-loop, que muestra las relaciones de los individuos

de C. latrans, basado en 478 pb de las secuencias concatenadas del gen D-loop. El circulo es el

tamafio proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las

ramas es proporcional al nUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el

numero de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos

hipotéticos que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en el poligono podemos observar

las muestras de los zoolégicos de México con respecto a las de NCBI en el anexo 2.

Para la red de haplotipos del gen DRB1 (Figura 8) se utilizé6 una matriz con

192 pb de 28 secuencias, demostrandose 2 separaciones para las muestras de

México con respecto a las de NCBI observandose también una agrupacion central

para México.
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Figura 8. Red de haplotipos de MJN para el gen DRB1, que muestra las relaciones de los individuos
de C. latrans, basado en 192 pb de las secuencias concatenadas de gen DRB1. El circulo es el
tamafio proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las
ramas es proporcional al nuUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el
numero de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos
hipotéticos que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en los 2 poligonos podemos

observar las muestras de los zoolégicos de México con respecto a las de NCBI en el anexo 2.
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En la red de haplotipos para el gen ZDHHC16 (Figura 9) se utilizé una matriz
con 848 pb de 19 secuencias de México observandose una agrupacion central de
donde surgen cuatro haplotipos. Con excepcion de los especimenes de NL, el
haplotipo principal se encontro en seis de los zoologicos analizados. Los haplotipos
del zoolégico NL concentraron el mayor numero de polimorfismos y se encontraron

haplotipos compartidos entre MGZ y MLeon.

PELEZ2

EO
MGZ
PELE
GDL
MLeon

ZoohL2

ZooMaor
ML

Figura 9. Red de haplotipos de MJN para el gen ZDHHC16, que muestra las relaciones de los
individuos de C. latrans, basado en 848 pb del gen ZDHHC16. El circulo es el tamafio proporcional
de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las ramas es proporcional
al numero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el numero de mutaciones
entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos hipotéticos que fueron no
encontrados o haplotipos ancestrales, en la red podemos observar las muestras de los zooldgicos

de México en el anexo 2.

5.8 Analisis filogenéticos

Se utilizd6 una matriz de datos para cada uno de los genes (Tabla 3), se
realizaron los analisis filogenéticos para el gen COI (Figura 10), D-loop (Figura 11),
DRB1 (Figura 12) y ZDHHC16 (Figura 13) las topologias obtenidas bajo los
diferentes tipos de analisis muestran alguna inconsistencia en las relaciones entre
los clados en la base del arbol (Figura 13 y 14) con la finalidad de simplificar las
observaciones, identificamos un clado (Cl) donde agrupa a todos los OTUs de la
matriz exceptuando el grupo externo de cada matriz (Figura 13, 14, 15y 16), en el

arbol consenso para el gen COI (Figura 13) se puede observar el clado principal
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(Cl) donde se agrupan 8 subclados (SCI al SCVIII) todos monofiléticos, las muestras
del presente trabajo se agrupan en los subclados (SCI, SCIV, SCVI, SCVIly SCVIII),
siendo politomias los subclados (SCI, SCIV y SCVIII), mientras que el subclado
(SCVI y SCVII) son dicotomias, en el subclado SCVIII con los OTUs (EO1, MGZ2,
Z0oGDL33y DQ480511_USA_CO) son ancestrales al resto con soporte bajo (PP=%,
BP=*/*/54), el subclado SCVII con los OTUs Z1 y ZooGDL52 se agrupa con un
soporte (PP=0.84, BP=*/*/54), el subclado SCVI tiene los OTUs ZooNL1 y ZooNL3
con soporte (PP=0.99, BP=85/75/54), el subclado SCV presenta los OTUs
JF443202_CA _ON y JF 443196_CA_QC_FORILLON con un soporte alto (PP=1,
BP=88/90/96), el subclado SCIV con los OTUs EO2 (PP=0.76, BP=65/61/62),
PELE1 (PP=0.76, BP=65/58/62), PELE2y ZooNL2 presentan los soportes
(PP=0.76, BP=65/60/62), el subclado SCIIl presenta una dicotomia donde los OTUs
JF443200_CA_AB_JASPER  (PP=1, BP=67/62/54),  JF443201_CA_ON_
PUKASKWA (PP=1, BP=67/62/85), JF443200 CA_AB_JASPER (PP=1,
BP=67/62/54) y JF443201_CA_ON_PUKASKWA (PP=1, BP=67/62/85), el
subclado SCIl presenta una dicotomia donde se separa el OTUs
JF443197_CA_SK_PA con soporte bajo (PP=0.52, BP=*/*/54) se une con la
politomia de los OTUs KF661096USA (PP=1, BP=77/59/64), KT448275USA (PP=1,
BP=100/100/99), AF028188USA (PP=1, BP=82/88/100) y GBMTG783NCBI (PP=1,
BP=77/88/64), el subclado SCI con los OTUs PELE3, ZooGDL82 y ZooMLeon1
(PP=0.84, BP=53/50/54), ZooMLeon2 y ZooMLeon3 (PP=0.84, BP=53/50/54).
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Figura 13. Arbol de consenso que muestra las relaciones genealégicas entre los haplotipos de Canis latrans

obtenidos con los analisis con inferencia bayesiana (IB), maxima verosimilitud (ML), neighbor-joining (NJ) y
(UPGMA). Se realizaron estimaciones con 653 caracteres de 26 taxones de COIl (ADNmt). La especie hermana
Canis lupus fue el grupo externo. Los valores sobre las ramas representan probabilidades posteriores y valores
de soporte bootstrap (PP/BP/BP/BP). *valor inferior a PP=0.5 o PB=50. Las abreviaturas de los OTUs se

desglosan en el anexo 2.

El arbol de consenso para el gen D-loop (Figura 14) se puede observar el
clado principal Cl donde se agrupan 12 subclados (SCI al SCXII), las muestras del
presente trabajo se agrupan en los subclados (SCI, SCII, SCIII, SCV, SCVI, SCVIII,
SCIX'y SCXIV), siendo el subclado SCXIII el grupo ancestro de todo el arbol con los
OTUs EU400577_US_CO y EU400578_US_CO con soporte (PP=0.98,
BP=76/93/100) entre los dos, mientras que con los otros grupos presenta soporte
(PP=1, BP=*/*/*), seguido del subclado SCXI donde presenta una dicotomia los
OTUs MGZ2 y ZooMor3 con soporte alto (PP=1, BP=98/99/96), presentando una
dicotomia con el OTUs JX987491_US_CA con soporte (PP=0.51, BP=99/99/99) y
estos se agrupan en una politomia con los OTUs EU400570_US_OH (PP=1,
BP=100/51/78), EU400561_US_OH (PP=1, BP=100/51/78), EU400559 US_ OH
(PP=1, BP=100/51/78) y EU400554_US_OH (PP=1, BP=100/51/78).

En el subclado SCX presenta una politomia los OTUs EO1 (PP=0.90,
BP=93/91/94), Z1 y Z2 con soporte (PP=0.90, BP=94/92/95) y estos a su vez con
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FJ213930_US_CA con soporte alto (PP=0.71, BP=99/99/99), el subclado SCIX
presenta una dicotomia los OTUs FJ213921US_WI con FJ213921US_W!I (PP=0.86,
BP=75/75/71), unido a wuna politomia con los OTUs EU789789 US,
EU400572_US_OH, EU400558 US_OH, EU400556_US_OH, EU400555_US_OH,
EU400546_US_OH, EU400545 US_OH (PP=0.8, BP=99/99/99), seguido del
subclado SCVIII con los OTUs ZooGDL33 y ZooGDL52 con soporte alto (PP=0.98,
BP=79/93/92), seguido del OTUs MGZ4 (PP=0.8, BP=69/68/58) y por ultimo
DQ480510US_CO con soporte (PP=0.96, BP=67/66/58) y estos a su vez con los
demas grupos con un soporte alto (PP=0.8, BP=99/99/99), el subclado SCVII
presenta una politomia con los OTUs EO2, PELE1, PELE2 con un soporte
(PP=0.86, BP=62/75/52), con el OTUs ZooNL2 (PP=0.86, BP=75/75/71), el
subclado SCVI presenta una politomia los OTUs EU400567 US OH,
EU400565_US_OH, EU400564_US_OH (PP=1, BP=68/95/68),
EU400562_US_OH, EU400560_US_OH con soporte (PP=1, BP=68/95/68),
Mientras que el subclado SCV se observa una dicotomia con los OTUs
ZooNL1 y ZooNL3 con un soporte (PP=0.95, BP=69/62/63), unido a una politomia
con los OTUs EU400574_US_OH, EU400573_US_OH, EU400569_US_OH,
EU400553_US_OH, EU400550_US_OH, EU400548_US_OH, AY172675_US_OH,
en el subclado SCIV hay una dicotomia con los OTUs EU400571_US_OH vy
EU400552_US_OH con un soporte (PP=0.89, BP=66/76/99), unido al OTUs
FJ213929 US_WI con un soporte alto (PP=0.98, BP=100/100/99), el subclado
SCIIl presenta el OTUs ZooGDL82 con un soporte (PP=0.84, BP=100/85/99),
seguido de una politomia con los OTUs MGZ1, MGZ3 y ZooMor2 (PP=0.68,
BP=56/53/99), seguido de una dicotomia don el OTUs PELE3 con un soporte
(PP=0.94, BP=64/59/99), seguido de una politomia con los OTUs ZooMLeon1,
ZooMLeon2 y ZooMLeon3 (PP=0.94, BP=66/85/81), el subclado SCII se presenta
una dicotomia con los OTUs JT448276 NA y JT448275 NA con un soporte
(PP=0.91, BP=99/75/100), y con una politomia con los OTUs EU400576_US_OH,
AY172674_US_TX, FJ213926_US WI, FJ213922 US WI, FJ213917_US WI,
AF098154 CA Y AF098153_CA con un soporte (PP=0.61, BP=99/99/99), el
subclado SCI presenta una dicotomia con el OTUs ZooMor1 con un soporte alto
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(PP=0.91, BP=99/99/99) con la politomia de los OTUs EU400575_US_OH,
EU400568_US_OH (PP=1, BP=97/99/81), EU400566_US_OH,
EU400557_US_OH, EU400549_US_OH, con un soporte (PP=1, BP=97/99/55).
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Figura 14. Arbol de consenso que muestra las relaciones genealdgicas entre los haplotipos de Canis latrans

obtenidos con los analisis con inferencia bayesiana (IB), maxima verosimilitud (ML), neighbor-joining (NJ) y
(UPGMA). Se realizaron estimaciones con 478 caracteres de 75 taxones de D-loop (ADNmt). La especie
hermana Canis lupus lupus fue el grupo externo. Los valores sobre las ramas representan probabilidades
posteriores y valores de soporte bootstrap (PP/BP/BP/BP). (*) valor inferior a PP=0.5 o PB=50. Las abreviaturas

de los OTUs se desglosan en el anexo 2.
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El arbol de consenso para el gen DRB1 (Figura 15) se puede observar el
clado principal Cl donde se agrupan 8 subclados (SCI y SCVIII), las muestras del
presente trabajo se agrupan en los subclados (SCIl, SCIII, SCIV, SCVI y SCVIII),
siendo el subclado el grupo ancestro de todos los OTUs con una politomia con los
OTUs EO2, MGZ3, ZooMor1, ZooMor2, ZooMor3, LR598921 NCBI,
LR598916_NCBI, LR598915_NCBI, LR 598960 de la especie Canis aureus y
AM182467_ de la especie Canis simensis con un soporte (PP=1, BP=*/*/*), seguido
del clado SCVII con una dicotomia en los OTUs PELE1 y PELEZ2 con un soporte
alto (PP=0.80, BP=97/97/98), el subclado SCVI tiene una dicotomia con los
LR598951 _NCBI y LR598925 NCBI con soporte (PP=0.99, BP=85/89/94), el
subclado SCV tiene una dicotomia con los OTUs LR598952_NCBI vy
NM_001014768 con la especie Canis lupus familiaris con un soporte alto (PP=1,
BP=97/99/100), el subclado SCIV posee una politomia con los OTUs MGZ1
(PP=0.72, BP=97/98/100), ZooGDLL33 y ZooGDL52 con soporte (PP=0.72,
BP=97/98/100), el subclado SCIIl donde hay dos dicotomias la primera con los
OTUs MGZ2 y LR598946_NCBI con soporte (PP=0.67, BP=77/98/*), y la segunda
con los OTUs Z1 y ZooGDL82 con soporte (PP=0.74, BP=88/84/85), el subclado
SCIl tenemos primero una dicotomia con el OTUs ZooMLeon2 con soporte
(PP=0.85, BP=*/*/*), seguido de los OTUs ZooMLeon 1 y ZooMLeon3 con soporte
(PP=0.78, BP=*/*/*) y los OTUs PELE3 y Z2 con soporte (PP=0.94, BP=97/92/95),
el subclado SCI con los OTUs LR598935_NCBI (PP=0.59, BP="/*/*), LR598965 de
la especie Canis mesomelas, (PP=0.59, BP=*/*/*), seguido de LR598950 NCBI y
FM246839 de la especie Canis lupus, y los OTUs LR598923 NCBI y LR598970 de
la especie Canis adustus con soporte (PP=0.52, BP=81/79/94).
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Figura 15. Arbol de consenso que muestra las relaciones genealdgicas entre los haplotipos de Canis latrans

obtenidos con los analisis con inferencia bayesiana (IB), maxima verosimilitud (ML), neighbor-joining (NJ) y
(UPGMA). Se realizaron estimaciones con 192 caracteres de 35 taxones de DRB1 (ADNn). La especie hermana
Vulpes vulpes fue el grupo externo. Los valores sobre las ramas representan probabilidades posteriores y
valores de soporte bootstrap (PP/BP/BP/BP). (*) valor inferior a PP=0.5 o PB=50. Las abreviaturas de los OTUs

se desglosan en el anexo 2.

El arbol de consenso para el gen ZDHHC16 (Figura 16) se puede observar
el clado principal Cl donde se agrupan 5 subclados (SCIl y SCV), las muestras del
presente trabajo se agrupan en el subclado (SCI), siendo el subclado SCV el grupo
ancestro de todo el arbol con los OTUs XM025991393 con la especie Vulpes vulpes
con soporte (PP=1, BP=87/*/100), seguido de una dicotomia con los OTUs
XM844975 con la especie Canis lupus familiaris y XM_025466792 con la especie
Canis lupus dingo con soporte (PP=1, BP=92/*/100), el subclado SCIV presenta una
dicotomia con soporte (PP=1, BP=64/*/*) donde primero se separa a los OTUs
XM_0044094691 de la especie Odobenus rosmarus divergens con soporte (PP=1,
BP=99/86/100), XM_02588042 de la especie Callorhinus ursinus (PP=0.97,
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BP=95/88/70), XM_028098573 de la especie Eumetopia jubatus y XM_027596718
Zalophus californianus con soporte (PP=1, BP=76/62/64), y el segundo se presenta
una dicotomia con soporte (PP=1, BP=92/*/97), con los OTUs XR_004923322
Halichoerus grypis y XM_032432398 Phoca vitulina con soporte (PP=1,
BP=95/76/91), seguido con una politomia con soporte (PP=1, BP=67/*/66), con los
OTUs XM_035026389 Mirounga leonina (PP=1, BP=94/*/83), XM_006750890
Leptonychotes weddellii, y XM_021699518 Neomonachus schauinslandi con
soporte (PP=1, BP=76/62/64), el subclado SCIIl presenta al OTUs XM_019797235
Ailuropoda melanoleuca con soporte alto (PP=1, BP=100/96/100), con una
dicotomia con los OTUs XM_008702224 Ursus maritimus y XM_026493788 Ursus
arctos horribilis con soporte alto (PP=1, BP=100/99/100), el subclado SCII tiene una
dicotomia con los OTUs XM_013054666 Mustela putorius furo y XM_032312481
Mustela erminea con soporte (PP=1, BP=100/92/99), seguido del OTUs
XM_022499589 Enhydra lutris kenyoni, el subclado SCI tiene una dicotomia con el
OTUs XM_032883119 Lontra canadensis con soporte (PP=1, BP=100/100/97), con
una politomia EO1, EO2, MGZ2, MGZ4, PELE1, PELE2, PELES3, (PP=1,
BP=100/92/52), ZooGDL33, ZooGDL52, ZooGDL82, ZooMLeon1, (PP=1,
BP=100/92/55), ZooMLeon3, ZooMor1, ZooMor2 y ZooMor3 con soporte (PP=1,
BP=100/92/86), seguido de dos dicotomias con los OTUs MGZ3 y ZooMLoen2 con
soporte (PP=0.97, BP=62/62/63) y ZooNL1 y ZooNL2 con soporte (PP=0.94,
BP=58/70/100).
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Figura 16. Arbol de consenso que muestra las relaciones genealégicas entre los haplotipos de Canis latrans

obtenidos con los analisis con inferencia bayesiana (IB), maxima verosimilitud (ML), neighbor-joining (NJ) y
(UPGMA). Se realizaron estimaciones con 848 caracteres de 39 taxones de ZDHHC16 (ADNn). La especie
hermana Puma concolor fue el grupo externo. Los valores sobre las ramas representan probabilidades
posteriores y valores de soporte bootstrap (PP/BP/BP/BP). (*) valor inferior a PP=0.5 o PB=50. Las abreviaturas

de los OTUs se desglosan en el anexo 2.

5.7 Distancias genéticas

Para obtener los datos de distancias genéticas entre secuencias, se
consider6 la matriz de datos para cada uno de los genes obtenidos en el presente
trabajo y el resto de las secuencias que fueron tomadas de NCBI (Anexo 2), se
realizaron los analisis de distancias genéticas para el gen COI (Tabla 13), D-loop
(Tabla 14), DRB1 (Tabla 15) y ZDHHC16 (Tabla 16). Los valores de la mayoria de
las distancias genéticas dentro del gen COI estan por debajo de 0.020 (2.0%). Sin
embargo, los valores mas altos son de 0.858 (85.8%) a 0.915 (91.5%) entre algunos
de los OTUs (Tabla 13).
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Tabla 13. Valores de distancias genéticas para el gen COI obtenidas con el modelo K2P. Valores mayores destacados en amarillo, menores en azul. Para las

abreviaturas de los OTUs se desglosan en el anexo 2.

3 Z 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 _18 19 20 21 22 23 24 25 2% 27
T EO1
2 Eo2
3 Moz
4 PELE1
5  PELE2
6 PELE3
Tz
8
Z00GDL33
9 ZooGDLS52
1
0  ZooGDL82
;
1 ZooMLeon1
1
2 ZooMLeon2
;
3 ZooMLeon3
]
4 ZooNL1
1
5 ZooNL2
3
6 ZooNL3
;
7 JF443200.1CA-AB-JASPER
]
8  JF443198.1CA-AB-JASPER
1
9 JF443202.1CA-ON
2 JF443201.1CA-ON-
0 PUKASKWA
2 JF443199.1CA-ON- 0.0
1 PUKASKWA 39
2 00 00
2 JF443196.1CA-QC-FORILLON 38 23
2 00 00 00
3 JF443197.1CA-SK-PA 43 31 19
2 09 08 08 08
4 KF661096USA 12 94 62 47
2 09 08 08 08
5 KT448275USA 12 94 62 47
2 09 09 08 08
6  AF028188USA 05 13 80 64
2 00 00 00 00 08 086
7 DQ480511USA-CO 39 28 12 19 64 4 0882
2 ] ] ] ] ] ] ] 08 08 09 08 08 08 08
8 GBMTG783.16NCBI 58 64 64 64 70 58 64 70 67 12 94 62 47 64

valores mas altos son de 0.055 (5.5%) a 0.132 (1.32%) entre algunos de los OTUs (Tabla 14).

Los valores de la mayoria de las distancias genéticas dentro del gen D-loop estan por debajo de 0.030 (3.0%); sin embargo, los
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Tabla 14. Valores de distancias genéticas para el gen D-loop obtenidas con el modelo K2P. Valores mayores destacados en amarillo, menores en azul. Para las

abreviaturas de los OTUs se desglosan en el anexo 2.
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Los valores de la mayoria de las distancias genéticas dentro del gen DRB1 estan por arriba de 0.054 (5.4%) hasta 0.112 (11.2%);
sin embargo, los valores mas bajos son de 0.000 (0.0%) a 0.010 (1.0%) entre algunos de los OTUs (Tabla 15).

Tabla 15. Valores de distancias genéticas para el gen DRB1 obtenidas con el modelo K2P. Valores mayores destacados en amarillo, menores en azul. Para las
abreviaturas de los OTUs se desglosan en el anexo 2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

1 EO2

0.05
2 MGZ1 4

0.08 0.04
3 MGZ2 3 8

0.05 0.08

4 MGZ3 4 3

0.04 0.03 0.04 0.04
5 PELE1 3 2 3 3

0.0 0.03 0.04 0.04

6 PELE2 43 2 3 3

0.04 0.09 0.11 0.04 0.07 0.07
7 PELE3 3 4 2 3 7 7

0.05 0.03 0.02 0.05 0.02 0.02 0.08
8 z1 4 2 7 4 7 7 3

0.04 0.09 0.11 0.04 0.07 0.07 0.08
9 z2 3 4 2 3 7 7 3
1 0.05 0.04 0.05 0.03 0.03 0.09 0.03 0.09
0 ZooGDL33 4 8 4 2 2 4 2 4
1 0.05 0.04 0.05 0.03 0.03 0.09 0.03 0.09
1 ZooGDL52 4 8 4 2 2 4 2 4
1 0.05 0.03 0.02 0.05 0.02 0.02 0.08 0.08 0.03 0.03
2 ZooGDL82 4 2 7 4 7 7 3 3 2 2
1 ZooMLeon 0.05 0.06 0.07 0.05 0.04 0.04 0.03 0.06 0.03 0.06 0.06 0.06
3 1 4 0 7 4 3 3 2 0 2 0 0 0
1 ZooMLeon 0.04 0.06 0.07 0.04 0.05 0.05 0.03 0.06 0.03 0.06 0.06 0.06 0.02
4 2 3 0 3 4 4 2 0 0 0 1
1 ZooMLeon 0.04 0.07 0.08 0.04 0.05 0.05 0.02 0.07 0.02 0.07 0.07 0.07
5 3 3 1 8 3 4 4 1 1 1 1 1 1
1 0.04 0.04 0.06 0.04 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.01 0.01 0.02
6 ZooMor1 8 3 0 8 7 7 8 3 8 3 3 3 6 6 7
1 0.05 0.07 0.04 0.04 0.04 0.05 0.04 0.05 0.05 0.05 0.04 0.03 0.03 0.03
7 ZooMor2 4 1 3 3 3 4 3 4 4 4 3 2 2 7
1 0.02 0.04 0.06 0.02 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.02 0.03 0.03 0.02 0.01
8 ZooMor3 7 8 5 7 7 7 8 8 8 8 8 8 7 7 7 1 6
1 LR598952. 0.05 0.05 0.09 0.05 0.07 0.07 0.09 0.07 0.09 0.05 0.05 0.07 0.10 0.09 0.09 0.10 0.06 0.08
9 INCBI 4 4 4 4 7 7 4 4 4 7 6 5 5 1 5 3
2 LR598951. 0.03 0.07 0.07 0.03 0.06 0.06 0.03 0.05 0.03 0.07 0.07 0.05 0.04 0.02 0.03 0.03 0.03 0.04 0.07
0 1INCBI 7 7 1 7 0 0 7 4 7 7 7 4 8 7 7 2 7 3 7
2 LR598950. 0.08 0.06 0.08 0.08 0.07 0.07 0.08 0.06 0.08 0.06 0.06 0.06 0.08 0.09 0.09 0.08 0.10 0.09 0.07 0.08
1 INCBI 8 5 3 8 7 7 3 5 3 5 5 5 3 4 4 8 0 4 7 8
2 LR598946. 0.06 0.03 0.01 0.06 0.02 0.02 0.09 0.09 0.03 0.03 0.06 0.06 0.07 0.04 0.05 0.04 0.07 0.05 0.06
2 INCBI 5 2 6 5 7 7 4 4 2 2 0 0 1 3 4 8 7 4 5
2 LR598935. 0.04 0.10 0.10 0.04 0.08 0.08 0.08 0.10 0.10 0.08 0.03 0.03 0.02 0.05 0.04 0.05 0.08 0.03 0.07 0.08
3 INCBI 8 0 6 8 3 3 8 0 0 8 7 7 7 4 8 4 8 2 7 8
2 LR598925. 0.04 0.07 0.06 0.04 0.05 0.05 0.04 0.04 0.04 0.07 0.07 0.04 0.05 0.03 0.04 0.03 0.04 0.04 0.07 0.08 0.04 0.03
4 INCBI 3 1 5 3 4 4 3 8 3 1 1 8 4 2 3 7 3 8 1 3 8 7
2 LR598923. 0.10 0.07 0.08 0.10 0.07 0.07 0.06 0.07 0.06 0.07 0.07 0.07 0.06 0.07 0.07 0.06 0.10 0.08 0.08 0.06 0.05 0.07 0.05 0.06
5 INCBI 0 7 8 0 7 7 0 1 0 7 7 1 0 1 1 5 0 3 8 5 4 1 4 0
2 LR598921. 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03 0.03 0.07 0.02 0.07 0.03 0.03 0.02 0.04 0.04 0.06 0.03 0.03 0.03 0.07 0.04 0.07 0.02 0.06 0.04 0.07
6 INCBI 8 7 3 8 7 7 1 7 1 7 7 7 8 8 0 2 7 2 1 3 1 7 5 8 1
2 LR598916. 0.01 0.06 0.08 0.01 0.06 0.06 0.04 0.07 0.04 0.06 0.06 0.07 0.06 0.04 0.04 0.05 0.02 0.04 0.05 0.03 0.08 0.07 0.04 0.03 0.10 0.04
7 INCBI 6 5 8 6 0 0 8 1 8 5 5 1 0 8 8 4 7 3 4 2 8 1 3 7 0 3
2 LR598915. 0.03 0.04 0.06 0.03 0.03 0.03 0.07 0.05 0.07 0.04 0.04 0.05 0.04 0.05 0.05 0.03 0.03 0.02 0.07 0.06 0.07 0.04 0.07 0.06 0.08 0.02 0.02
8 1INCBI 2 3 0 2 2 2 7 3 3 4 3 4 4 7 2 7 7 0 7 3 1 5 8 7 7
2 FM246839. 0.10 0.08 0.10 0.10 0.06 0.06 0.07 0.09 0.07 0.08 0.08 0.09 0.06 0.08 0.07 0.07 0.10 0.08 0.11 0.08 0.06 0.08 0.06 0.08 0.04 0.09 0.10 0.07
9 1_Calu 0 8 0 0 5 5 1 4 1 8 8 4 0 3 1 7 0 3 2 8 0 3 5 3 3 4 0 7
3 2‘7’250?18;‘ 0.05 0.05 0.09 0.05 0.07 0.07 0.09 0.07 0.09 0.05 0.05 0.07 0.10 0.09 0.09 0.10 0.06 0.08 0.07 0.06 0.07 0.08 0.07 0.10 0.07 0.05 0.07 0.11
0 ua 4 4 4 4 7 7 4 7 4 4 4 7 6 4 4 0 5 3 7 5 7 8 1 0 1 4 7 2
3 LR598960. 0.05 0.04 0.03 0.05 0.02 0.02 0.07 0.01 0.07 0.04 0.04 0.01 0.05 0.05 0.06 0.03 0.05 0.04 0.07 0.03 0.06 0.01 0.07 0.03 0.05 0.01 0.06 0.04 0.07 0.07
1 1_Caau 4 3 2 4 1 1 7 6 7 3 3 6 4 4 5 7 4 8 7 7 5 6 1 2 4 6 0 3 7 7
3 LR598965. 0.06 0.08 0.11 0.06 0.08 0.08 0.05 0.09 0.05 0.08 0.08 0.09 0.08 0.07 0.07 0.09 0.07 0.09 0.08 0.07 0.07 0.09 0.04 0.06 0.06 0.08 0.07 0.08 0.07 0.08 0.07
2 1_Came 5 8 2 5 8 8 4 4 4 8 8 4 8 7 7 4 7 4 8 1 1 4 8 5 5 3 1 8 1 3 7
3 AM182467. 0.05 0.03 0.06 0.05 0.04 0.04 0.07 0.06 0.07 0.03 0.03 0.06 0.03 0.03 0.04 0.02 0.05 0.03 0.07 0.04 0.07 0.04 0.06 0.04 0.05 0.03 0.05 0.03 0.06 0.07 0.04 0.07
3 1_Casi 4 2 5 4 3 3 1 0 1 2 2 0 7 7 8 1 4 7 7 3 7 8 5 8 4 7 4 2 5 7 3 7
3 LR598970. 0.08 0.06 0.07 0.08 0.06 0.06 0.04 0.06 0.04 0.06 0.06 0.06 0.04 0.06 0.06 0.05 0.08 0.07 0.10 0.05 0.04 0.06 0.04 0.04 0.06 0.08 0.07 0.04 0.10 0.04 0.05 0.04
4 1_Caad 8 5 7 8 5 5 8 0 8 5 5 0 8 0 0 4 8 1 0 4 3 0 3 8 0 8 7 3 0 3 4 3

Los valores de la mayoria de las distancias genéticas dentro del gen ZDHHC16 estan por arriba de 0.109 (10.9%); sin embargo,
los valores mas bajos son de 0.0 (0%) a 0.011 (1.1%) entre algunos de los OTUs (Tabla 16).
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Tabla 16. Valores de distancias genéticas para el gen ZDHHC16 obtenidas con el modelo K2P. Valores mayores destacados en amarillo, menores en azul. Para

las abreviaturas de los OTUs se desglosan en el anexo 2.

1 z 3 3 5 3 7 B ) 0 Bl 12 13 iy 5 6 7 B 19 20 21 2 2 2 %5 26 o7 2 2 30 31 32 33 31 3 37
T EO1

2 EO2

3 MGZ2

4 MGZ3

5 MGz4

6 PELE1

7 PELE2

8 PELE3

9 200GDL33

1

0 200GDL52

1

1 200GDL82

1

2 ZooMLeont

1

3 ZooMLeon2

1

4 ZooMLeon3.

1

5 ZooMor1

1

6 ZooMor2

1

7 ZooMor3

1

8 ZooNL1

1

9 ZooNL2

2 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06

0 XM_844975.6_Calufa 53 53 53 54 53 53 53 53 53 53 53 54 53 53 53 53 59 56

2 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 041

1 XM_466792.2_Caludi 76 76 76 77 7 76 76 76 76 76 76 76 77 76 76 76 76 81 81 09

2 08 08 08 09 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08 08 08 08 09 09 01 00

2 XM_991393.1_Vuvu 99 99 99 00 99 99 99 99 99 99 99 99 00 99 99 99 99 07 03 22 14

2 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00

3 XM_499589.1_Enluke 23 23 23 24 23 23 23 23 23 23 23 23 24 23 23 23 23 32 28 61 50 45

2 08 08 08 09 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08 08 08 08 09 09 01 00 00 00

4 XR_923322.1_Hagr 99 99 99 00 99 99 99 99 99 99 99 99 0 99 99 99 99 08 [ 48 41 34 31

2 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 041 00 00 00 00

5 XM_054666.1_Mupufu 28 28 28 29 28 28 28 28 28 28 28 28 29 28 28 28 28 37 33 66 57 52 13 33

2 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08 01 00 00 00 00

6 XM_750890.1_Lewe 93 93 93 94 93 93 93 93 93 93 93 93 94 93 93 93 93 02 98 46 41 34 34 35

2 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 00

7 XM_098573.1_ Euju 09 09 09 10 09 09 09 09 09 09 09 09 10 09 09 09 09 18 14 51 a4 39 33 17 34 19

2 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 00

8 XM_880491.1_Caur 06 06 06 o7 06 06 06 06 06 06 06 06 o7 06 06 06 06 14 10 49 43 38 31 16 33 18

2 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 041 00 00 00 00 00 00 00

9 XM_312481.1_ Muer 25 25 25 27 25 25 25 25 25 25 25 2 27 25 25 25 25 34 30 68 58 53 14 34 36 35 34

3 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 03 01 01 041 01 01 01 01 041 01

0 XM_883119.1_Loca 56 56 56 59 56 56 59 56 56 56 56 56 59 56 56 56 56 62 66 32 o7 o7 60 80 69 80 84 83 71

3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 041

1 XM_432398.1_ Phvi 02 02 02 03 02 02 02 02 02 02 02 02 03 02 02 02 02 10 07 51 a4 36 34 35 36 82

3 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08 01 00 00 00 00 00 01 00

2 XM_026389.1_ Mile 93 93 93 o 93 93 93 93 93 93 93 93 o 93 93 93 93 02 98 52 46 39 34 34 35 77 12

3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 00 01 00 00

3 XM_596718.1_Zaca 09 09 09 10 09 09 09 09 09 09 09 09 10 09 09 09 09 18 4 51 a4 39 33 7 34 35 84 19 22

3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 00 041 00 00

4 XM_409469.2_ Odrodi 01 01 01 02 01 01 01 01 01 01 01 01 02 01 01 01 01 09 06 48 41 36 30 17 34 35 85 19 22

3 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08 01 00 00 00 00 00 01 00 00

5 XM_699518.1_Nesc 93 93 93 94 93 93 93 93 93 93 93 93 94 93 93 93 93 02 98 49 a4 36 34 35 36 80 19 19

3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 01 00 00 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00
6 XM_797235.2_Aime [ [ 05 [ [ [ [ [ [ [ 05 [ [ [ [ 13 09 54 52 49 39 31 40 41 %0 34 34 29 29 34
3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 041 00 00 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00
7 XM_702224.1_ Urma 13 13 13 4 13 13 13 13 13 13 13 13 4 13 13 13 13 2 18 58 55 53 43 35 a4 45 9% 38 38 33 33 38
3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 04 00 00 00 00 00 00 041 00 00 00 00 00
8 XM 4937881 _Urar 13 13 13 4 3 13 13 13 3 3 3 13 4 3 3 13 3 2 8 58 55 53 43 35 a4 45 % 38 38 33 33 38
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6. DISCUSION

6.1. Diversidad genética en Canis latrans de México

En este estudio se presenta informacidén de diversidad genética de Canis
latrans a partir de especimenes confinados en zooloégicos de México. Aunque no se
conoce con exactitud el censo poblacional de la especie Canis latrans en vida
silvestre, se considera de menor preocupacion en la lista roja de la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2020). Canis latrans
tampoco se encuentra listada en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT -
2010 (SEMARNAT, 2010). Uno de los intereses principales en el estudio de coyote
se relaciona con la migracion y colonizacidon de nuevos territorios y el servicio que
brinda a los ecosistemas como un depredador de pequefios roedores (Ceballos,
2010). En los Estados Unidos de América y Canada, esta especie es de particular
interés por su hibridacién con perro doméstico y lobo. Esto sugiere que la
hibridacién es un posible mecanismo que facilita la expansion del coyote a nuevos
ambientes (Wilson et al. 2009; Kays et al. 2010; Thornton y Murray, 2014).

Algunos estudios demuestran que la extirpacion de grandes depredadores
como lobo (C. lupus, C. lycaon y C. rufus), puma (Puma concolor) y jaguar
(Panthera onca), ademas de la modificacion del habitat a causa de la actividad
humana, ha propiciado la expansién del coyote a nuevos habitats (Méndez-Carvajal
y Moreno, 2014; Hody y Kays, 2018). De acuerdo con registros historicos, el coyote
se distribuye en todo México y continua extendiéndose hacia Centroameérica
(Hidalgo-Mihart et al., 2004; Hody y Kays, 2018).

El uso de marcadores moleculares representa una herramienta de suma
importancia para el entendimiento de patrones evolutivos y de conocimiento de la
especie. El uso y manejo de las técnicas aplicadas para su obtencion son variables.
Con la finalidad de aportar datos genéticos de coyote, en este estudio se realizé un
analisis molecular de cuatro genes; COI, D-loop, DRB1 y ZDHHC16, de la especie
C. latrans presentes en los zooldgicos de México, para aportar datos genéticos de
una especie poco conocida a nivel molecular, se decidio iniciar con especimenes
en cautiverio esto para obtener la mayor cantidad de muestras posibles. Ademas

de que los zooldgicos son pilares para la conservacion de especies, teniendo como
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objetivo principal la reproduccion y reintroduccion de especies. Asi mismo, se
encargan de llevar a cabo investigacion cientifica y educacion ambiental.

Aunque en este trabajo no se incluyeron poblaciones silvestres de México,
se logro la representacion de la diversidad genética de coyote a partir de
especimenes en cautiverio de 6 estados de la Republica Mexicana, incluyendo
Tamaulipas, Zacatecas, Estado de México, Jalisco, Michoacan y Guanajuato. A
partir de los genes mitocondriales, se observé una diversidad genética (COlI
H=0.933, p=0.006; D-loop H=0.945, p=0.0153) comparable con poblaciones
silvestres de Estados Unidos de América. Dichas poblaciones se consideran
abundantes (Rashleich et al. 2008; Hailer y Leonard, 2008; Koblmuller et al. 2009)
(Tabla 17).

Estudios previos para como los realizados por Kays et al. (2010) en Ohio en
30 individuos de Canis latrans (n), encontraron 11 haplotipos (h) con el gen CR, en
el Oeste de Pensilvania y Nueva York (207 n, 16 h), en el Este de Pensilvania, Este
de Nueva York, Nueva Jersey, Conneticut, Rhode Island, Massachusett, Nuevo
Hampshire, Velmont, Mainey Quebec (450 n, 6 h), Rutledge et al. (2010) en USA'y
Canada nuevo mundo | + nuevo mundo Il (47 n, 18 h), nuevo mundo | (16 n, 7 h) y
nuevo mundo Il (31 n, 11 h) (Tabla 17). En un estudio realizado por Kobbi y Saadi
(2017) en Canada y USA (9 n, 9 h), encontraron menor numero de haplotipos para
C. latrans que lo observado en este estudio. Podemos ver que los coyotes
presentan menor haplotipos en comparacion con este trabajo esto da como
resultado que los individuos de Canada y Estados Unidos de Ameérica en estos
estados tienen mas consanguinidad que los individuos de los zoologicos de México.

Por lo contrario, Rashleich et al. (2008) en Cleveland (63 n, 33 h), Hailer y
Leonard (2008) en Texas (53 n, 26 h) y Nebraska (71 n, 36 h) y Kobimdiller et al.
(2009) en Colorado, lllinois, Nevada y Nebraska (48 n, 46 h), reportaron mayor
numero de haplotipos para la especie C. latrans (Tabla 17) podemos ver que en
estos estados de Estados Unidos de América con respecto a este trabajo donde
podemos observar que los coyotes del Oeste no estan emparentados pudiendo ser
que tienen mayor movilidad de area a comparacion del Este.
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La diversidad observada puede ser un indicio de la estabilidad o el
incremento de las poblaciones de coyote en México. DRB1 fue el gen mas diverso
en este estudio. En otros canidos, se han obtenido resultados similares (Hedrick et
al. 2000; Amaike et al. 2018). Alta diversidad genética y un mayor numero de
cambios no sinbnimos caracterizan a este gen. En Canis latrans de México, aun
con un numero de muestra reducido (n = 23) se identificaron 12 haplotipos. La
mayoria de los cambios corresponden a transversiones. Esto significa mayor
probabilidad de un cambio no sinénimos (dN) en el aminoacido que codifican. Por
ejemplo, en lobo, la relacion dN/dS = 1.9 y en perro dN/dS = 1.8 (Kennedy et al.
2007). Aunque en este trabajo no se buscaron sefiales de seleccidn, es importante
establecer en futuros estudios, los valores de referencia de DBR1 de coyote en
México. En otras regiones del mundo se ha utilizado para establecer la historia
evolutiva de la especie, incluyendo ancestria, eventos de hibridacion e introgresion
de alelos (Kennedy et al. 2007; Galaverni et al. 2013).

En otros estudios, se ha reportado una menor cantidad de haplotipos para
otras especies de Canis, Hailer y Leonard (2008) en C. lupus baileyi capturado (6 n,
1 h), historico (6 n, 3 h) y C. rufus capturado (1 n, 1 h). Koblmdller et al., (2009) C.
lupus Territorios del Norte y Alberta (58 n, 8 h), lobo de los grandes lagos hibrido
Ontario, Quebec, Minnesota, Wisconsin, Michigan y Nueva York (202 n, 19 h).
Gauber et al. (2012) en el parque forestal y zooldgico de Hann en Dakar Africa en
vida silvestre C. I. pallipes (5 n, 2 h), C. I. chanco (22 n, 2 h) en el zooldgico y vida
silvestre C. I. lupaster (10 n, 9 h). Rutledge et al. (2010) C. lycaon en USA y Canada
(9 n, 2h), C. lupus en Canada (20 n, 3 h), Eurasia (Espafia, Suecia, Rusia y Arabia
Saudita) (4 n, 4 h). Kobbi y Saadi (2017) Turquia, Bulgaria, Palestina, India, Serbia,
Ucrania, Italia, Kenia C. aureus (11 n, 9 h) Mongolia (C. lupus lupus, C. I. pallipes,
C. I. campestris), Nepal, China, Himalaya y Mongolia (C. I. chanco), Marruecos (C.
I. lupaster), China (C. I. desertorum, C. I. laniger), Japon (C. I. hodophilax, C. I. hattali)
(14 n, 14 h), encontraron pocos haplotipos en comparacion de C. lafrans de este
trabajo se ve que las demas especies de Canis tienen mayor consanguinidad que
C. latrans ademas que esta especie es la que presenta mayor distribucién con
respecto a sus especies hermanas; mientras que Gaubert et al. (2012) en el parque
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forestal y zooldgico de Hann en Dakar Africa en vida silvestre la especie C.
lupus/familiaris (1382 n, 150 h) encontraron un mayor numero de haplotipos que C.
latrans del presente trabajo, esto nos indica que los perros domésticos de la region
de Hann tienen menos consanguinidad que los lobos tibetanos (C. I. chanco), el lobo
indio (C. /. pallipes) y el lobo dorado africano (C. I. lupaster).
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Tabla 17

. Estudios de diversidad genética de la familia Canidae.

Numero de Hablotipos Diversidad Sitios
Autor Especie Gen Origen Lugar individuos P(h) P Haplotipica _ Nucleotidic polim(;rfic
() (Hd) a (Pi) os (S)
Oeste 0.963 0.0178
Rashleich Centro 0.945 0.0177
etal., C. latrans D-loop Vida silvestre Clel\jglznd, 63 33
2008 Este 0.673 0.0147
Overall N & 0.932 0.0179
Sur 26 0.02
Centro 83 0.053
. . Norte 60 0.06
grlnaélga gt V. vulpes DRB1 Vida silvestre Hﬂ';k?.)lgo‘
" P Este 34 0.055
Lejano Este 29 0.057
overall 232 0.054
Texas 53 26 0.949 0.02 X
C. latrans Vida silvestre
Nebraska 71 36 0.969 0.02
Hailer y CRyY-
Leonard o Chromoso USA Capturado 6 1 0
2008 baileyi me
Y Historico 6 3 n.d. X
C. rufus Cautiverio Capturado 1 1 0
Colorador,\lllltl)nmsk, Nevada y 48 46 0.982 0.018
C. latrans USA ebraska
Massachusetts y Nueva York 78 7 0.78 0.016
Koblmillle  C. lupus dMﬁS.“ '.\'a,fl"’”a' | Canada Territorios del Noreste y Alberta 58 8 0.575 0.006
retal, CR e |stor|al atura
2009 Lobo de dell Inst|tyto
los Smithsoniano
Ontario Quebec, Minnesota, 202 19
glrsggses USAy Canada Wisconsin, Michigan y Nueva York
hibrido
C.
lupus/fami Africa Parque C. lupus/familiaris 1382 150 0.923 0.01769 72
Gaubert liaris forestal y
etal., C. I CR, Cyt-b Vida silvestre Zoolégico de .
2012 pallipes Hann en C. I. pallipes 5 2 0.4 0.00291 2
C. I Dakar, C. I. chanco 22 2 0.312 0.00345 3
chanco
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C.L Zooldgico y vida C. I. lupaster 10 9 0.978 0.02795 22
lupaster silvestre
Ohio 30 11 0.844 0.0133
Oeste de Pensilvania y Nueva York 207 16 0.721 0.0152
K ¢ M de N Este de Pensilvania, Este de Nueva
IaéSO?O C. latrans CR useoY ek ueva USA y Canada York, Nueva Jersey, Connecticut, X
al or Rhode Island, Massachusetts, New 450 6 0.664 0.0158
Hampshire, Vermont, Mainey
Quebec
Total 687 22 0.708 0.0158
C. lycaon Nuevo mundo 9 2 49
Nuevo Mundo | + Nuevo Mundo Il 47 18 30
C. latrans USAy Canada Nuevo mundo | 16 7 4
Nuevo Mundo |l 31 11 25
CR, Total Nuevo Mundo 56 20 15
Rutledge,
t al ATPase, Vida silvestre 4 e
etal, ATPaseb Canada Viejo Mundo | CA 20 3 14
2010 y .
ATPase8 Eurasia
C. lupus (Espania,
Suecia, Rusia Viejo Mundo Il Eurasia 4 4 11
Y Arabia
Saudita)
Total Viejo Mundo 24 7 2
Total 83 29 7
Pang, Bjornerfeldt
et al., 2006,
Rashleich et al.,
2008, Kays et al.,
Kobbi y D-loo 2010, Koop et al.,
Saadi C. latrans o t-tFJ), 1998, Pilgrim et Canaday EUA X 9 9 1
2017 Y al., 1998, Hailer y

Leonard 2008,
Vila et al., 1997,
Mech et al., 2010,
Kim et al., 2011
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Turquia,

Bulgaria,
Palestina,
C. aureus India, Serbia, 11 9 0.9455
Ucrania, ltalia,
Kenia
C. lupus
lupus
C. 1l
pallipes Mongolia
C. 1l
campestri
s
Nepal, China,
C. I Vida silvestre Rusia,
chanco Himalaya,
Mongolia
C. 1l 14 14 1
Marruecos
lupaster
C. 1l
desertoru
m China
C. 1l
laniger
C. 1l
hodophila
X Japon
C. I. hattai
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El gen ZDHHC16, fue el menos diverso (H= 0.462; Pi= 0.00109). Se ha
discutido su variacion a causa de la introgresion de alelos entre especies del género
Canis. Las variaciones mejor representadas se encuentran en poblaciones en
expansion en el Este de los Estados Unidos de América (Heppenheimer et al. 2018).
De los 5 haplotipos observados en coyote, los haplotipos de Tamaulipas acumulan
el mayor numero de cambios, aunque solo 2 fueron parsimoniosos. Se observo
también que algunos haplotipos pueden estar ausentes (no identificados en este
estudio), que serian la conexion entre los haplotipos de Tamaulipas respecto a los
estados del Centro y Sur del pais. Para ahondar en la distribucién del coyote de
México, hacen falta estudios sobre la estructura genética poblacional y sobre la
validez de al menos 10 subespecies. Este es un tema pendiente en coyote, a la
fecha no existen estudios moleculares que apoyan esta clasificacion (Hernandez y
Laundre, 2014).

En poblaciones historicas de coyote de Estados Unidos de América este gen
es monomorfico (Heppenheimer et al. 2018). Por presentar polimorfismos, el gen
ZDHHC16 es candidato para estudios de expansion poblacional del coyote en
México. Hace falta probar su utilidad en poblaciones silvestres.

Todos los haplotipos reportados en este estudio para los genes COI, D-loop
y DBR1 son nuevos registros para la especie Canis latrans. Ninguno de los
haplotipos encontrados ha sido reportado previamente.

Haciendo la comparativa de la diversidad haplotipica de las secuencias de
los zooldgicos se observd una mayor diversidad haplotipica en el gen DRB1,
seguido de los genes mitocondriales D-loop y el gen COI, por ultimo, el gen
ZDHHC16 present6 una diversidad haplotipica baja esto para las secuencias de los
zoolégicos de MX.

En cuanto a la diversidad nucleotidica (Pi), en la region D-loop (Pi= 0.0153)
se encontraron valores de diversidad dentro del rango reportado (Pi=0.0133 -
0.0179) (Rashleich et al. 2008; Kays et al. 2010)

Para DRB1 (Pi=0.0451), los valores de Pi estan dentro del rango de
diversidad reportado para la especie Vulpes vulpes (Pi=0.020 — 0.0570) (Amaike et
al., 2018). Mientras que el gen ZDHHC16 (Pi= 0.00109) mostrd un valor inferior con
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respecto a los otros genes ya que no hay informacién poblacional reportada para la
especie.

Los resultados de las posiciones polimérficas parsimoniosas (P) para los
genes de las secuencias de los zoolégicos de MX mostraron que el gen que
presentd mas posiciones P fue el D-loop P = 22, seguido de DRB1 P = 18,
posteriormente el gen COI P = 9, y por ultimo el gen ZDHHC16 con P = 2. Lo
reportado para coyotes en la base de datos del NCBI para el gen D-loop fue menor
P = 8. Las muestras de México presentan mayores posiciones a lo reportado en
NCBI pudiendo ser que los coyotes tienen mas consanguinidad que las de México.

En las posiciones polimorficas singleton (S) para los genes de las secuencias
de los zooldgicos de MX el gen que presentd mas posiciones S para el gen COI
presentd S = 11, seguido de D-loop y ZDHHC16 con S = 5 por ultimo el gen DRB1
con S = 4, mientras que las secuencias NCBI con el gen D-loop fue mayor S = 14.

En las transiciones (Ts’s) el gen con mayor mutacion fue el D-loop Ts's =26,
seguido del gen COI Ts’s = 16, seguido del gen DRB1 Ts’s = 6 y por ultimo el gen
ZDHHC16 Ts’s = 2. Se encontr6 que las secuencias del NCBI con el gen D-loop fue
mayor Ts’s= 21 a las muestras de los zoologicos de MX.

En las transversiones (Tv's) fue posible observar que el gen DRB1 presento
Ts’s =16, seguido de ZDHHC16 Tv's = 5, posteriormente el gen COl Tv's =4 y el
gen ZDHHC16 Tv's = 1, para las secuencias de los zooloégicos de MX, mientras que
las secuencias del NCBI con el gen D-loop fue Tv's = 1. Principalmente los genes
nucleares fueron los que presentaron mayor numero de Tv's comparado con los

genes mitocondriales.

6.2. Relacién de haplotipos en coyotes de los zoolégicos de México

Las redes de haplotipos se realizaron para identificar la relacion entre los
individuos, debido a que no se sabia el panorama general de los individuos, En la
red de haplotipos del gen COI se observd una agrupacion central de las muestras
de los zooldgicos de México con respecto a las reportadas en otros estudios (Wayne
et al. (1997); Bjornerfeldt et al. (2006); Eger et al. (2011); Thalmann et al. (2013);
Koepfli et al. (2015)). El gen D-loop, presenta 7 agrupaciones de las muestras de
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los zooldgicos de México relacionadas en toda la red de haplotipos de manera
aleatoria con las secuencias previamente reportadas (Vila et al. (1997); Bjornerfeldt
et al. (2006); Rashleich et al. 2008; Pang et al. 2009; Fain et al. (2010); Kim et al.
(2011); Koop et al. (1998); Wengert et al. (2013); Thalmann et al. (2013); Koepfli et
al. (2015)). Los genes mitocondriales de los coyotes incluidos en este estudio
comparten haplotipos en los Estados de Meéxico, Michoacan, Zacatecas,
Guanajuato, y Jalisco. Particularmente, en Tamaulipas se encontré un haplotipo
compartido con los zooldgicos del Estado de México (EO). Debido a que los genes
mitocondriales describen historias evolutivas profundas por su herencia matrilineal,
se requiere estudiar a las poblaciones silvestres de coyote para determinar
haplotipos ancestrales. En zonas de hibridacién esto ha ayudado a plantear
estrategias de conservacion en especies en peligro de extincion (Wilson et al. 2009).
En México ayudaria a identificar haplotipos compartidos con perro doméstico y lobo.

Para el gen DRB1, las muestras de los zooldgicos de México se dispersaron
en la red de haplotipos, aunque los zoolégicos de Michoacan (ZooMGZ), Estado de
México (Z) y Zacatecas (PELE). Para este gen no se incluyeron muestras de
Tamaulipas por la baja calidad de las secuencias.

Para el gen ZDHHC16 no se pudo identificar el polimorfismo diferencial
observado por Heppeneimer et al. (2018) en poblaciones de coyote de USA; sin
embargo, el gen ZDHHC16 presentd un haplotipo de mayor frecuencia en los
zoolégicos de Michoacan, Jalisco, Zacatecas, Guanajuato y Estado de México. En
el zoologico de Nuevo Laredo, Tamaulipas, los 2 haplotipos observados tienen un
mayor numero de cambios que no fueron encontrados en otros zooldgicos. El gen
ZDHHC16 puede ayudar como marcador molecular para describir la historia de
expansion de coyote en México, asi como en Estados Unidos de América y Canada
(Heppeneimer et al. 2018). Sin embargo, hace falta probar su utilidad en
poblaciones silvestres.

Los especimenes de coyote confinados en diferentes zoolégicos de México
estudiados en este trabajo, retienen diversidad suficiente para vislumbrar
poblacionales genéticamente saludables. Cuando una poblacion se caracteriza
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principalmente con haplotipos unicos o pocos alelos podria ser indicativo de tamafio
poblacional pequefio (Frankham, 1986).
6.3. Analisis filogenéticos

La historia evolutiva de canidos se caracteriza por eventos de hibridacion,
introgresion de alelos y flujo génico entre especies de Canis (Wilson et al. 2009;
Gopalakrishnan et al. 2018).

Considerando que los eventos de hibridacion son comunes en el género
Canis 'y que ademas se desconoce el origen de los especimenes de coyote incluidos
en este estudio, se establecio la relacion filogenética entre los OTUs de Canis
latrans dentro de las muestras de este trabajo (Anexo 8, 9 y 10) con lo disponible
en NCBI (Figura 13, 14, 15, 16), asi como las disponibilidad secuencias del Dr. Sack
(Anexo 11), considerandose el primer trabajo donde se incluyen muestras de México
en una filogenia con genes mitocondriales (COIl y D-loop) y genes nucleares (DRB1
y ZDHHC16), Estados Unidos de América y Canada. mediante los métodos 1B, ML,
NJ y UPGMA.

Para el gen COl, los coyotes de México se agruparon en los clados SCl,
SCIV, SCVI, SCVII y SCVIII, sin un origen monofilético. Unicamente en el clado
SCVIII, un coyote de USA (DQ480511USA_CO) comparte clado con coyote de
México. En otras muestras de USA, no se pudo identificar el origen, por lo que es
incierta la agrupacion del clado SCII, presentando una divergencia reciente respecto
al coyote México y de Canada (Wayne et al. (1997); Bjornerfeldt et al. (2006); Eger
et al. (2011); Thalmann et al. (2013); Koepfli et al. (2015)). En el arbol filogenético
los coyotes de Canada y México se agrupan de manera basal en el arbol,
probablemente por efecto de la rama en el subclado SCIl. Sin embargo, es
importante reconstruir la evolucién del género Canis en América para entender
mejor el papel clave del coyote en la ocupacion de ambientes donde habitaban
especies como Canis lupus 'y Canis rufus (Sacks et al. 2021).

Con una mejor representacion de muestras de Estados Unidos de América,
en el analisis filogenético del gen D-loop, los coyotes de México se agruparon en
los subclados SCI (espécimen ZooMor1 de Michoacan) y SCV (espécimen ZooNL1
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y ZooNL3 de Tamaulipas), que incluye muestras de Ohio en el Este y Texas en el
Sur de los Estados Unidos de América Rashleich et al. (2008).

Los coyotes de Guanajuato (ZooMLeon1, ZooMLeon2 y ZooMLeon3),
Zacatecas (PELES3), Michoacan (MGZ1, MGZ3, y ZooMor2), y Jalisco (ZooGDL82)
se agruparon en el subclado SCIIl y en el subclado SCVI se agruparon los coyotes
del Estado de México (EO), de Zacatecas (PELE1, PELE2) y de Tamaulipas
(ZooNL2). Estos subclados fueron los unicos exclusivos con especimenes de
México. En el arbol filogenético se observan politomias del coyote de México.

Para el gen nuclear DRB1, el analisis filogenético incluy6 al menos 6 especies
del género Canis. En DRB1 se observaron politomias, en los subclados SCII
(PELE3 de Zacatecas, Z2 del Estado de Meéxico, ZooMLeo6n1, ZooMLedn2 y
ZooMLeo6n3 de Guanajuato). Este subclado agrupa a Canis latrans, Canis lupus,
Canis mesomelas (chacal de lomo negro) y Canis adustus (chacal rayado)
(subclado SCI). El arbol filogenético no recupera un grupo monofilético pero si
agrupa a C. latrans con menor divergencia respecto a las especies C. mesomelas'y
C. adustus del continente Africano, las cuales divergieron del clado lobo—coyote
hace mas de 3.5 millones de anos (Koepfli et al. 2014). Por ser parte del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), uno de los principales
mecanismos de defensa ante patdgenos y parasitos en vertebrados (Hedrick y Kim,
2000), el gen DRB1 presenta sefiales de seleccion en perro doméstico, lobo vy
coyote (Hedrick et al. 2000). Se ha reportado que algunos haplotipos ancestrales
pueden ser retenidos por seleccion entre especies y donde los tiempos de
divergencia no son suficientes para una clara resolucion de la filogenia (Hedrick et
al. 2000). Aspectos como la seleccion de DRB1 en coyote de México y la presencia
de haplotipos ancestrales es desconocido en las poblaciones de México.

Para el gen ZDHHC16 el analisis filogenético incluyd especies del suborden
Caniformia, esto debido al limitado numero de datos disponibles en NCBI.
Unicamente este gen agrupé a todos los coyotes de México en un solo subclado
(SCI). Sin embargo, en este grupo monofilético también se ubicé la especie Lontra
canadensis, la nutria de rio de América del Norte. En el subclado SCV se agruparon

las especies Canis lupus familiaris, Canis lupus dingo y Vulves vulves. Por ser un
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gen que participa en diversas funciones celulares también es candidato para estar
bajo seleccion. Este gen también puede considerarse candidato para ensayos de
introgresion interespecifica que explique la presencia de las mutaciones

diferenciales en poblaciones histéricas y en expansion (Heppenheimer et al. 2018).

7. CONCLUSIONES

e Los coyotes de México tienen una diversidad nucleotidica (Pi) y haplotipica (H)
para los genes COlI, D-loop y DRB1 comparable a la informacion reportada para
el género Canis en poblaciones estables o en expansion.

e El gen D-loop y DRB1 fueron los genes mas diversos en C. latrans.

e Se encontraron nuevos haplotipos para C. latrans de México en los cuatro genes
estudiados. En los genes mitocondriales se encontraron haplotipos compartidos
entre los zoologicos del Estado de México, Michoacan, Zacatecas, Guanajuato,
Jalisco y Tamaulipas. En el gen COI, Tamaulipas (NL) comparte un haplotipo
con los zooldgicos del Estado de México (EO).

e En DBR1 todos fueron nuevos registros para C. latrans, en total doce haplotipos.

e Para el gen ZDHHC16 unicamente se identificaron cinco haplotipos compartidos
entre zooldgicos. El mayor numero de cambios se observé en el zoolégico NL
(Tamaulipas), cinco cambios en total.

e En los analisis filogenéticos del género Canis se observan politomias en Canis
latrans de México en COIl, D-loop y DRB1. Unicamente en el andlisis del
suborden Caniformia, el gen ZDHHC16 fue monofilético para el coyote de

México.
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Anexo 1. Haplotipos y origen de secuencias reportadas en NCBI

9. ANEXOS

Gen No. Access Haplotipo Autor Lugar haplotipo NCBI origen NCBI
voucher .
JF443201.1 COI_hap1 Canada, Ontario, HBLO08243 parcial cds
Pukaskwa voucher .
JF443199.1 COI_hap2 HBLO08242 parcial cds
voucher .
JF443200.1 COI_hap3 Canada, Alberta, HBLO008235 parcial cds
Jasper voucher .
JF443198.1 COI_hap4 Egc-zzz)::-{] al., HBLO08234 parcial cds
COl Canads, voucher
JF443197.1 COI_hap5 Saskatchewan, parcial cds
. HBL008245
Prince Albert
Canada, Quebec, voucher .
JF443196.1 COI_hap6 Forillon HBLO08244 parcial cds
JF443202.1 COI_hap? Canada, Ontario Voufz‘f‘;%o'\" parcial cds
Bjornerfeld
DQ480511 COI_hap8 tetal, Colorado EUA isolate 2 mitocondrion
2006
AY172675.1 D-loop_hap1 Kim et al., c haplotipe 2 completo
2011 orea .
AY172674.1 haplotipe 1 completa
FJ213927.2 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J20266 parcial
D-loop_hap2 Bjérnerfeld
DQ480509.1 ) isolate 1 completo
tetal,
2006 Colorado EUA
NC008093.1 mitocondrion complete genome
EU400578.1 D-loop_hap3 haplotipe 35 parcial
Rashleich . . .
EU400577.1 D-loop_hap4 et al, 2008 Cleveland, Ohio, EUA haplotipe 34 parcial
EU400576.1 haplotipe 33 parcial
D-loop_hap5 P
FJ213920.2 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J20250 Parcial
EU400575.1 . haplotipe 32 parcial
Taj‘hf(')%hg Cleveland, Ohio, EUA
EU400544.1 D-loop_haps '@~ haplotipe 1 parcial
FJ213918.2 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J20406 parcial
D-loop EU400574.1 D-loop_hap7 haplotipe 31 parcial
EU400573.1 D-loop_hap8 haplotipo 30 parcial
EU400572.1 D-loop_hap9 haplotipo 29 parcial
EU400571.1 D-loop_hap10 haplotipo 28 parcial
EU400570.1 D-loop_hap11 haplotipo 27 parcial
EU400569.1 D-loop_hap12 haplotipo 26 parcial
EU400568.1 D-loop_hap13 . haplotipo 25 parcial
Taj‘hf(')%hg Cleveland, Ohio, EUA
EU400567.1  D-loop_hap14 €@l haplotipo 24 parcial
EU400566.1 D-loop_hap15 haplotipo 23 parcial
EU400565.1 haplotipo 22 parcial
D-loop_hap16
EU400547.1 haplotipe 4 parcial
EU400564.1 D-loop_hap17 haplotipo 21 parcial
EU400563.1 D-loop_hap18 haplotipo 20 parcial
EU400562.1 D-loop_hap19 haplotipo 19 parcial
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EU400561.1 D-loop_hap20 haplotipo 18 parcial
EU400560.1 D-loop_hap21 haplotipo 17 parcial
EU400559.1 haplotipo 16 parcial

D-loop_hap22 P
FJ213925.2 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J10167 parcial
EU400558.1 haplotipe 15 parcial

D-loop_hap23
EU400551.1 haplotipe 8 parcial
EU400557.1 D-loop_hap24 haplotipe 14 parcial
EU400556.1 D-loop_hap25 haplotipo 13 parcial
EU400555.1  D-loop_hap26 jjhf(')%hg Cleveland, Ohio, EUA haplotipo 12 parcial
EU400554.1 D-loop_hap27 haplotipo 11 parcial
EU400553.1 D-loop_hap28 haplotipe 10 parcial
EU400552.1 D-loop_hap29 haplotipo 9 parcial
EU400550.1 haplotipe 7 parcial

D-loop_hap30 P
FJ213923.2 Fa'znojtoa’" Wisconsin EUA isolate J10226 parcial
EU400549.1 D-loop_hap31 haplotipo 5 parcial
EU400548.1 D-loop_hap32 . haplotipo 4 parcial

Taj‘hf(')%hg Cleveland, Ohio, EUA
EU400546.1  D-loop_hap33 €@ haplotipo 3 parcial
EU400545.1 D-loop_hap34 haplotipo 2 parcial
JX9874911  D-loop_hap35 V\ﬁ"ggqt;t Ca"f"r”'f‘za/’;‘ebras"a mitocondrial parcial
FJ213930.2 D-loop_hap36 isolate J20275 parcial
FJ213929.2 D-loop_hap37 isolate J10172 parcial
FJ213928.2  D-loop_hap38 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J20278 parcial
FJ213926.2 D-loop_hap39 isolate J20274 parcial
FJ213924.2 isolate J20246 parcial
KT448277.1 Prloop_ap40 Koepfli et Norte América isolate arcial mitocondrion
) al., 2015 CLA_RKW3591 P

FJ213922.2 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J10162 parcial

D-loop_hap41 Bjornerfeld
DQ480511.1 tetal, Colorado EUA isolate 2 completo mitocondrion

2006

FJ213921.2 D-loop_hap42 isolate J20236 parcial
FJ213919.2  D-loop_hap43 Fa'znojtoa’” Wisconsin EUA isolate J10147 parcial
FJ213917.2 D-loop_hap44 isolate J10211 parcial
AF098154.1 KOﬂ%géa"’ clone Coyote16 parcial

D-loop_hap45 Thalmann ) . .
KF661096.1 et al. 2013 EUA isolate coyote1 parcial mitocondrion
AF098153.1  D-loop_hap46 KOﬂ%g;a"’ clone COYOTE14 parcial
AF008158.1  D-loop_hap47 ~ Viaetal,  Museo de historia itochonaral

. p_hap 1997 natural Kansas .
control region |
isolate . . .
KT448276.1 D-loop_hap48 Koenfli et CLA RKW3591 parcial mitocondrion
al 2015 Norte América isolate

KT448275.1 D-loop_hap49 CLA_RKW13478 parcial mitocondrion
EU789789.1 D-loop_hap50 Panz%gst)al., China Coy6a completo mitocondrion
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Bjornerfeld

DQ480510.1 D-loop_hap51 tetal, EUA isolate 1 completo mitocondrion
2006
allelo DLA-
LR598952.1 DRB1_hap1 DRB1*116:01, exon 96N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598951.1 DRB1_hap2 DRB1*115:01, exon 96N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598950.1 DRB1_hap3 DRB1*114:01, exon 96N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598946.1 DRB1_hap4 DRB1*110:01, exon 96N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598935.1 DRB1_hap5 DRB1*097:01, exon  9¢N DLA-DRB1de MHC
Kenned 2 clase Il antigeno
DRB1 (2019)y X allelo DLA-
LR598925.1  DRB1_hap6 DRB1*067:02, exon ~ 9¢" DLA-DRB1de MHC
2 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598923.1 DRB1_hap? DRB1*064:02, exon  9¢N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598921.1 DRB1_hap8 DRB1*056:02, exon  9¢N DLA-DRB1de MHC
5 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598916.1 DRB1_hap9 DRB1*042:03, exon  9¢N DLA-DRB1de MHC
2 clase Il antigeno
allelo DLA-
LR598915.1  DRB1_hap10 DRB1*042:02, exon  9¢n DLA-DRB1de MHC
2 clase Il antigeno

Anexo 2. Matriz considerada en los andlisis filogenéticos con secuencias obtenidas en el presente trabajo con

negritas y de NCBI.

col D-loop DRB1 ZDHHC16
EO1 EO1 EO2 EO1
EO2 EO2 MGZ1 EO2
MGZ2 MGzZ1 MGZ2 MGZ2
PELE1 MGZ2 MGZ3 MGZ3
PELE2 MGZ3 PELE1 MGz4
PELE3 MGz4 PELE2 PELE1
Z1 PELE1 PELE3 PELE2
ZooGDL33 PELE2 Z1 PELE3
ZooGDL52 PELE3 Z2 ZooGDL33
ZooGDL82 Z1 ZooGDL33 ZooGDL52
ZooMLeon1 zZ2 ZooGDL52 ZooGDL82
ZooMLeon2 ZooGDL33 ZooGDL82 ZooMLeon1
ZooMLeon3 ZooGDL52 ZooMLeon1 ZooMLeon2
ZooNL1 ZooGDL82 ZooMLeon2 ZooMLeon3
ZooNL2 ZooMLeon1 ZooMLeon3 ZooMor1
ZooNL3 ZooMLeon2 ZooMor1 ZooMor2
JF443200.1CA-AB-JASPER ZooMLeon3 ZooMor2 ZooMor3
JF443198.1CA-AB-JASPER ZooMor1 ZooMor3 ZooNL1
JF443202.1CA-ON ZooMor2 LR598952.1NCBI ZooNL2
XM_844975.6_PREDICTED
A0l Lo N ZooMor3 LR598951.1NCBI -~ Canis lupus familiaris
(perro domestico)
XM_025466792.2_PREDIC
e N ZooNLA LR598950.1NCBI TED: _Canis lupus dingo
(Dingo)
XM_025991393.1_PREDIC
JF443196.1CA-QC- ZooNL2 LR598946.1NCBI TED:_Vulpes vulpes (Zorro

FORILLON

rojo)
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JF443197.1CA-SK-PA

KF661096USA

KT448275USA

AF028188USA

DQ480511USA-CO

GBMTG783.16NCBI

KX156588.1Canis lupus
(Lobo)

ZooNL3

EU789789.1US

JX987491.1US-CA

DQ480510.1US-CO

EU400578.1US-OH

EU400577.1US-OH

EU400576.1US-OH

EU400575.1US-OH

EU400574.1US-OH

EU400573.1US-OH

EU400572.1US-OH

EU400571.1US-OH

EU400570.1US-OH

EU400569.1US-OH

EU400568.1US-OH

EU400567.1US-OH

EU400566.1US-OH

EU400565.1US-OH
EU400564.1US-OH
EU400563.1US-OH
EU400562.1US-OH
EU400561.1US-OH
EU400560.1US-OH
EU400559.1US-OH
EU400558.1US-OH
EU400557.1US-OH
EU400556.1US-OH
EU400555.1US-OH
EU400554.1US-OH
EU400553.1US-OH

LR598935.1NCBI

LR598925.1NCBI

LR598923.1NCBI

LR598921.1NCBI

LR598916.1NCBI

LR598915.1NCBI

FM246839.1_Canis lupus
(Lobo)

NM_001014768.1_Canis
lupus familiaris (perro
domestico)

LR598970.1_Canis adustus
(Chacal rayado)

LR598960.1_Canis aureus
(Chacal dorado)

LR598965.1_Canis
mesomelas (Chacal de lomo
negro)

AM182467.1_Canis sinensis
(Lobo etiope)

KU519432.1_Vulpes vulpes
(Zorro rojo)

XM_022499589.1_PREDIC
TED: _Enhydra lutris
kenyoni (Nutria marina)
XR_004923322.1_PREDICT
ED: _Halichoerus grypis
(Foca gris)
XM_013054666.1_PREDIC
TED: _Mustela putorius furo
(Huron)
XM_006750890.1_PREDIC
TED: _Leptonychotes
weddellii (Foca de Weddell)
XM_028098573.1_PREDIC
TED:_Eumetopia jubatus
(Le6n marino de Steller)
XM_025880491.1_PREDIC
TED: _Callorhinus ursinus
(Oso marino artico)
XM_032312481.1_PREDIC
TED:_Mustela erminea
(Armifio)
XM_032883119.1_PREDIC
TED:_Lontra canadensis
(Nutria de rio de América
del Norte)
XM_032432398.1_PREDIC
TED:_Phoca vitulina (Foca
comun)
XM_035026389.1_PREDIC
TED:_Mirounga leonina
(Elefante marino del Sur)
XM_027596718.1_PREDIC
TED:_Zalophus
californianus (Lobo marino
de California)
XM_004409469.2_PREDIC
TED:_Odobenus rosmarus
divergens (Morsa del
Pacifico)
XM_021699518.1_PREDIC
TED:_Neomonachus
schauinslandi (Foca monje
de Hawai)
XM_019797235.2_PREDIC
TED:_Ailuropoda
melanoleuca (Panda
gigante)
XM_008702224.1_PREDIC
TED: _Ursus maritimus
(Oso polar)
XM_026493788.1_PREDIC
TED:_Ursus arctos horribilis
(Oso grizzly)
XM_025918097.1_PREDIC
TED:_Puma concolor
(Puma)
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EU400552.1US-OH
EU400550.1US-OH
EU400549.1US-OH
EU400548.1US-OH
EU400546.1US-OH
EU400545.1US-OH
AF008158.1US-KS
AY172675.1US-TX
AY172674.1US-TX
FJ213930.2US-WI
FJ213929.2US-WI
FJ213928.2US-WI
FJ213926.2US-WI
FJ213924.2US-WI
FJ213922.2US-WI
FJ213921.2US-WI
FJ213919.2US-WI
FJ213917.2US-WI
AF098154.1CA
AF098153.1CA
KT448276.1NA
KT448275.1NA
MH746950.1_Canis
lupus lupus (Lobo
gris) ADNmt
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Analisis de secuencias

Anexo 3. Posiciones en la secuencia y tipo de cambio de los haplotipos del gen COI de secuencias de los zooldgicos de México.

Haplotipo Posicion en la secuencia y tipo de cambio
COIl_MX 2 3 7 42 48 72 75 96 159 168 171 396 408 561 582 597 644 645 646 648
COl-hap1 G C G G T C C A A G G T C G C A C C C G
COl-hap2 . . . . . A . . .
COl-hap3 A T . T T G . A T A
COl-hap4 . . A G
COl-hap5 A A
COl-hap6 A . .
COl-hap7 A A . G . .
COl-hap8 A A G . T A
COl-hap9 A G . . . A . . .
COl-hap10 C T G T A A A
COl-hap11 . . . . . . . . . . C . . T G . .
Sitios P S P P S S S S P P S P S S P P S S P S
Mutacion TS TS TS TS TV TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TV TV TV TS
Anexo 4. Posiciones en la secuencia y tipo de cambio de los haplotipos del gen D-loop de secuencias de los zooldgicos de México.
Haplotipo Posicion en la secuencia y tipo de cambio
D-loop_MX 63 64 65 80 81 82 93 96 104 108 113 114 218 221 238 239 250 269 276 282 283 289 201 307 310 427 470
D-loop-hap1 T ¢ ¢ T T A A G A T A G G A T A C T T T C T C T T C G
D-loop-hap2 o} . T . . . . . . . . . A . . . . C C . T . . . C . .
D-loop-hap3 o} T T o} . . . A . . . . A . . G . C . . . . . . . . .
D-loop-hap4 . T . . c . G . G c G A A : c : : c : : : c : : : : :
D-loop-hap5 . . T o} . . . . . . . . A . . . T . . . . . . . . . .
D-loop-hap6 c T T ¢ . . . A : : : : A : : G : c : : : : : : : : A
D-loop-hap7 . . T o} . . . . G . . . A . . . T . . . . . . . . T A
D-loop-hap8 c T T ¢ . . . A G : : : A : : G : c : c : : : : : : :
D-loop-hap9 c T T ¢ . . . A : : : : A : : G : c c : : : : : : : A
D-loop-hap10 . . . o} . G . . . . . . A T . . . C C . . . . . . .
D-loop-hap11 . T . . . . G . : c G A A : c : : c : : : T : : : :
D-loop-hap12  C . T C ¢C . . . : : : : A : : : : c c : : : c : T :
D-loop-hap13  C . T . . . . . . . . . A . . . . c c T . . c . A
Sitios P P P P P S P P P P P P P S P P P P P S P S S P P P P
Mutacion TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TV TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS TS
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Anexo 5. Posiciones en la secuencia y tipo de cambio de los haplotipos del gen D-loop de secuencias NCBI los nimeros en amarillo son iguales a
los de México.

Haplotipo Posicion en la secuencia y tipo de cambio
D-loop NCBI 22 63 64 65 80 81 82 92 93 98 101 111 114 116 238 250 269 276 280 310 423 427
D-loop_hap1 A C T T C T A T A T C A G T T C [¢ C G T T T
D-loop_hap2 T C . G . . . . . . . . . . . . . C
D-loop_hap3 . T . @ T @ . @ G T G A A c T T T . c c c
D-loop_hap4 G T C . G A . . C A .
D-loop_hap5 . T C . T . G . A C T . C
Sitios P S P S P S P S S S P S S S P S S S P S S P
Mutacién TS TS TS TS TS TS TS TV TS TS TS TS TS TV TS TS TS TS TS TS TS TS

Anexo 6. Posiciones en la secuencia y tipo de cambio de los haplotipos del gen DRB1 de secuencias de los zoolégicos de México.

Haplotipo Posicion en la secuencia y tipo de cambio
DRB1_MX 3 18 19 47 49 88 96 118 120 121 130 140 141 142 143 159 165 166 167 189 190 192
DRB1_hap1 T A G A G A A A C C T A C G A T T C A A
DRB1_hap2 C T T C G C G G C
DRB1_hap3 C . T C G G C C G G C A C G
DRB1_hap4 C . C G C G G C
DRB1_hap5 . C G G A T G
DRB1_hap6 C . . . A C C G G C T G G C
DRB1_hap7 C G G A G C G
DRB1_hap8 C A G G A G C G
DRB1_hap9 C G G A G G C G
DRB1_hap10 C A G G A C G G C
DRB1_hap11 G C
DRB1_hap12 . . . . . . . G . C :
Sitios P P P S P P P P P P P P P P P P P P P S S S

Mutacion TS TV TV TV TV TV TV TS TS v v v v v v v TS v TS V. TV TS
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Anexo 7. Posiciones en la secuencia y tipo de cambio de los haplotipos del gen ZDHHC16 de

secuencias de los zoolégicos de México.

Haplotipo Posicion en la secuencia y tipo de cambio
ZDHHC16_MX 475 714 733 785 827 838 839
ZDHHC16_hap1 T A G A G A A

ZDHHC16_hap2 . . . . . T
ZDHHC16_hap3 . . . G .
ZDHHC16_hap4 C C
ZDHHC16_hap5 . T T . T C
Sitios S S S S S P P
Mutacion TS V. v TS TV TV TV

Analisis de genealogia
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Anexo 8. Red de haplotipos de MJN para el gen COI, que muestra las relaciones de los individuos
de C. latrans, basado en 653 pb de las secuencias concatenadas de gen COI. El circulo es el tamafo
proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las ramas es
proporcional al nUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el nimero
de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos hipotéticos
que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en el poligono podemos observar las muestras
de los zoolégicos de México.
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Anexo 9. Red de haplotipos de MJN para el gen D-loop, que muestra las relaciones de los individuos
de C. latrans, basado en 478 pb de las secuencias concatenadas del gen D-loop. El circulo es el
tamafio proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las
ramas es proporcional al nUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el
numero de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos
hipotéticos que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en el poligono podemos observar

las muestras de los zooldgicos de México.
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Anexo 10. Red de haplotipos de MJN para el gen DRB1, que muestra las relaciones de los individuos
de C. latrans, basado en 192 pb de las secuencias concatenadas de gen DRB1. El circulo es el
tamafio proporcional de numeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud de las
ramas es proporcional al nuUmero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el
numero de mutaciones entre haplotipos mientras que los puntos negros representan haplotipos
hipotéticos que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en los 2 poligonos podemos
observar las muestras de los zooldgicos de México.
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Anexo 11. Red de haplotipos de NJ para el gen D-loop, que muestra las relaciones de los individuos de C. latrans, basado en 478 pb de las
secuencias concatenadas del gen D-loop. El circulo es el tamafio proporcional de niumeros de individuos que comparten el haplotipo, pero la longitud
de las ramas es proporcional al numero de mutaciones. Las lineas transversales de las ramas presentan el numero de mutaciones entre haplotipos
mientras que los puntos negros representan haplotipos hipotéticos que fueron no encontrados o haplotipos ancestrales, en el poligono podemos

observar las muestras de los zooldgicos de México con respecto a las de NCBI y del Dr. Benjamin N. Sack.
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