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RESUMEN

En un paisaje fragmentado por la infraestructura urbana se presentan barreras,
como las carreteras, que disminuyen la conectividad funcional de las poblaciones
de fauna silvestre en un paisaje. Si la conectividad es baja, se reduce el flujo
génico, disminuye la diversidad genética y se favorece la estructura genética en la
poblacion. El coyote (Canis latrans) es un carnivoro de gran capacidad de
movimiento y esta presente en diversos tipos de ambientes. Sin embargo, se ha
observado que su movimiento puede ser limitado por la presencia de carreteras. El
centro de México ha sufrido fragmentacion acelerada en el paisaje debido a los
asentamientos rurales y urbanos, acompafados de una alta densidad de
carreteras. Se hipotetiza que, en esta region, las carreteras principales (Mex-057,
Mex-047D y la Mex-045) disminuyen la conectividad funcional en la poblacion de
coyote, al actuar como barreras para el flujo génico, por lo tanto, la poblacion
presentara estructura genética. Mediante el uso de 13 microsatélites loci, con
muestras de excrementos obtenidas durante el periodo de 2016 al 2020, de 13
sitios del estado de Guanajuato y 33 sitios del estado de Querétaro, se evalud la
conectividad funcional a través de la inferencia del flujo génico de la poblacion de
coyote. Ademas, se estimd la diversidad genética de la poblacién de coyote y se
identifico la existencia de estructura genética en la poblacién por medio de andlisis
de asignacion. Se registr0 una poblacion de 66 individuos que presenta baja
diversidad genética (Ho = 0.633+0.053). Se observan dos subpoblaciones bien
diferenciadas (Gst = 0.06), compuestas por individuos aparentemente transeuntes
(n = 12), que posiblemente, provienen de una poblacion mas al sur, y la poblacion
local, conformada por individuos residentes (n = 54), distribuidos en toda el area
de estudio. Los resultados sugieren que las carreteras del area de estudio no
estan actuando como barreras para el movimiento o el efecto de barrera aun no es
detectable en la poblacion.

Palabras clave: conectividad funcional, estructura genética, fragmentacion,

microsatélites



ABSTRACT

In a landscape fragmented by urban infrastructure and barriers, such as roads, the
functional connectivity of the landscape can be reduced for wildlife populations. If
connectivity is low, a decrease in gene flow may occur, reducing genetic diversity
and favoring the genetic structure within the population. The coyote (Canis latrans)
is a generalist carnivore with a great capacity for movement and is usually present
in various types of environments. However, it has been observed that in urban
environments their movement can be limited by roads. Central Mexico has suffered
from increasing fragmentation of the landscape due to rural and urban settlements,
accompanied by a high density of roads. We hypothesized that, in this region, the
main highways (Mex-057, Mex-047D, and Mex-045) will decrease functional
connectivity in the coyote population by acting as barriers to gene flow, and the
population has a genetic structure. Using 13 microsatellite loci obtained from scat
samples collected from 2016 to 2020 from 13 sites in the state of Guanajuato and
33 sites in the state of Querétaro, functional connectivity was evaluated through
gene flow inference. Also, the genetic diversity of the coyote population was
estimated and the identification of genetic structure in the population of coyotes
through assignment analyses. From a population of 66 coyote individuals (19
females and 47 males) the genetic diversity was found to be low (Ho =
0.633+0.053). Two well-differentiated subpopulations are observed (Gst = 0.06),
made up of probable transient individuals (n = 12), which possibly come from a
population further south, and the local population, which are resident individuals (n
= 54), found throughout the study area. The results suggest that roads of the study
area are not barriers for movement, or the barrier effect is not detectable in the

population yet.

Keywords: functional connectivity, genetic structure, fragmentation, microsatellites



l. INTRODUCCION

Un gran porcentaje de los habitats naturales a nivel mundial presentan cierto
grado de fragmentacion y alteracion (Aguilar et al., 2019). En un paisaje
fragmentado los parches del habitat natural suelen estar separados por una matriz
en la que el ecosistema se encuentra alterado, la cual funciona como una barrera
gue puede evitar el movimiento de los individuos de diversas especies entre un
parche y otro (Hanski, 1998). Como resultado, a partir de una poblacién grande y
conectada se originan poblaciones locales pequefias y aisladas en parches
separados (Adducci Il et al., 2020). La facilidad con que los individuos se mueven
entre las poblaciones pequefias que se encuentran en los diferentes parches
indica el grado de conectividad funcional, que es la respuesta conductual de la
especie a la manera en que esta estructurado el paisaje, segun las caracteristicas
del relieve, hidrologia, tipo de vegetacion y fragmentacion, entre otros (Lookingbill
y Minor, 2017), y es una de las claves para la conservacion de las poblaciones a

largo plazo (Hanski y Ovaskainen, 2019).

La conectividad funcional se vera afectada por las caracteristicas del paisaje
(conectividad estructural) (Lookingbill y Minor, 2017), sobre todo por el grado de
fragmentacion y la presencia de barreras en el paisaje, en conjunto con la
capacidad de movimiento de la especie (Hanski, 1998; Hanski y Ovaskainen,
2019). Si la conectividad es baja, se puede presentar poco flujo génico que reduce
la diversidad genética y favorece la deriva génica, esto propicia la estructura
genética en la poblacion (Heppenheimer et al., 2018). Estas condiciones
disminuyen la viabilidad de las poblaciones debido al aumento de la tasa de
endogamia y a la consecuente disminucién de la capacidad adaptativa (Frankham,
2005). El estudio de la genética del paisaje de las poblaciones puede ayudar a
mejorar los programas de conservacion, y asi, promover un mejor manejo de las

especies en sus habitats naturales (Frankham et al., 2017).



En un paisaje fragmentado con alta incidencia de urbanizacion, las carreteras
son uno de los principales problemas para la conservacion de las poblaciones de
fauna silvestre (Grilo et al., 2008). Uno de estos problemas, es que actian como
barreras para la fauna silvestre, al contribuir a la disminucién de la conectividad
funcional del paisaje, y aumentar el riesgo de mortalidad para los individuos
(Rytwinski y Fahrig, 2015). Debido a que, son pocos los individuos que pueden
cruzar estas barreras, el flujo génico suele ser bajo en las poblaciones que se
encuentran cercanas a las carreteras (Riley et al., 2006; Grilo et al., 2008). Las
especies mas afectadas son las de talla grande, con amplio movimiento y ambito
hogarefio extenso, como los carnivoros (Rytwinski y Fahrig, 2015). Es importante
tomar en cuenta la estructura del paisaje, en conjunto con la historia de vida,
comportamiento y la biologia de la especie bajo estudio para evaluar la

vulnerabilidad o permanencia de la poblacion (Carr y Fahrig, 2001).

El coyote (Canis latrans) es una especie de carnivoro ampliamente
distribuida en diversos tipos de habitats (Bekoff y Gese, 2003), y es considerada
una especie generalista y oportunista, con gran capacidad de movimiento (Gantz y
Knowlton, 2005), lo cual promueve la panmixia en sus poblaciones (Berkman et
al., 2019). Sin embargo, tales condiciones pueden ser excepcionales actualmente,
debido a que la mayor parte del habitat de los coyotes esta fragmentado y rodeado
por desarrollo urbano (Rashleigh et al., 2008, DeCandia et al., 2019; Adducci Il et
al., 2020). Se ha observado que los individuos de coyote que se encuentran en las
cercanias de zonas urbanas suelen presentar rangos de ambito hogarefio
pequefios (Gehrt, 2007; Breck et al., 2019). Ademas, las poblaciones pueden
presentar bajo flujo génico y estructura genética, por la influencia de barreras en el
paisaje como las carreteras (Riley et al., 2006; Rashleigh et al., 2008; Berkman et
al., 2019; DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al., 2020).

El centro de México esta altamente fragmentado por la urbanizacion
(Challenger, 2014) y la red vial de la regién se encuentra en constante expansion
(INEGI, 2021). Las carreteras federales Mex-057, Mex-047D y la Mex-045, se



consideran las carreteras principales de esta red vial (SCT, 2020), y dividen el
paisaje en cuatro regiones principales: Noreste, Noroeste, Centro y Suroeste. De
este modo, puede esperarse que estas carreteras representen barreras e impidan
el movimiento de la fauna silvestre de amplio movimiento en la regién, como es el
caso de los coyotes. En este estudio, con base en la regionalizacién propuesta, se
plantea la hipdtesis de la existencia de cuatro subpoblaciones en la poblacion de
coyotes que habitan en el centro y sur del estado de Querétaro y Guanajuato,
México.



. ANTECEDENTES

2.1 Conectividad funcional, flujo génico y estructura poblacional en un

paisaje fragmentado

La estructura de un paisaje, conocida como conectividad estructural (Lookingbill y
Minor, 2017), puede influir en la variacion genética dentro de una y entre varias
poblaciones. La genética del paisaje nos permite estudiar esta influencia del
paisaje en los procesos microevolutivos de una poblacién, como el flujo génico,
deriva génica y seleccion natural (Manel et al., 2003). La fragmentacién del paisaje
es un proceso que modifica las caracteristicas y estructura del paisaje (Ewers y
Didham, 2006), y como resultado se generan parches de vegetacion remanente
separados por una matriz de vegetacion y/o suelo modificados y alterados
(Haddad et al., 2015; Fahrig et al., 2019). En tales condiciones, las poblaciones
originales pueden subdividirse y en cada parche que conforma el paisaje
fragmentado se puede presentar una subpoblacion, que puede interactuar con
otras subpoblaciones vecinas gracias a cierto grado de desplazamiento de los

individuos entre los parches (Hanski, 1998; Hanski y Ovaskainen, 2019).

La interaccidén y el movimiento de los organismos acorde a la estructura del
habitat es conocida como conectividad funcional (Lookingbill y Minor, 2017), y es
importante para mantener la viabilidad y persistencia de las poblaciones (Beninde
et al., 2016). La conectividad funcional es una medida de conectividad especifica
de la especie (Lookingbill y Minor, 2017), que depende de la capacidad de
desplazamiento de esta, de su comportamiento, y de la estructura del paisaje,
principalmente de la continuidad del habitat o el tipo de matriz que rodea a los
parches de habitat, de la distancia entre los parches y del tamafio de cada parche
(Hanski, 1998; Hanski y Ovaskainen, 2019).

Cuando el paisaje esta fragmentado, se han planteado dos mecanismos

mediante los cuales se mantiene la conectividad funcional (Fahrig, 2017). El



primero es el mantenimiento de la dispersibn cuando se presentan numerosos
parches separados por distancias cortas, sin importar el tamafio de los parches
(Bowman et al., 2002; Fahrig, 2017; Hanski y Ovaskainen, 2019). En el segundo
se sugiere que, al existir una mayor densidad de bordes debido a una mayor
cantidad de parches, se facilita el movimiento de especies que tienen preferencia
por el desplazamiento a través de los bordes (Fahrig, 2017). A diferencia de lo
planteado en los dos procesos anteriores, diversos estudios han demostrado que
la fragmentacién suele resultar en una matriz que se vuelve una barrera que
afecta la conectividad funcional (Hanski, 1998; Riley et al., 2006; Hanski y
Ovaskainen, 2019). Esto puede llevar a la pérdida de la densidad poblacional, a la
disminuciéon de la diversidad genética en las poblaciones y la reduccion del flujo
geénico (Aducci Il et al., 2020).

Con el tiempo, si el flujp génico no se recupera entre las poblaciones,
disminuye la variacion genética y promueve la diferenciacion genética entre las
poblaciones. Adicionalmente, puede ocurrir endogamia y disminucion de la
adecuacion reproductiva, que conlleva la capacidad de adaptacion a los cambios
ambientales y la resistencia a enfermedades nuevas (Heppenheimer et al., 2018).
Estos factores pueden aumentar en la poblacion el riesgo a la extincién local
(Frankham, 2005).

La ecologia de la especie es otra variable que tiene influencia en la
diferenciacion y variacion genética de las poblaciones. Las caracteristicas de la
especie como el tamafo, la capacidad de movimiento, la habilidad de adaptarse y
de usar diferentes tipos de ambientes y recursos influyen en la recuperacién de las
poblaciones en paisajes fragmentados (Gardmark et al., 2003; Janecka et al.,
2016). Por ejemplo, la fragmentaciéon del habitat puede funcionar como una
barrera mayor en el paisaje para especies especialistas, en comparacion con las
especies generalistas, las cuales son mas tolerantes a los cambios del habitat
(Janecka et al., 2016). Crooks (2002) observé que los carnivoros presentan

diferentes grados de sensibilidad a la fragmentacién y al aislamiento, y que esta



sensibilidad es dependiente del tamafio corporal de las especies y de su
capacidad de movimiento. Crooks (2002) observé también que las especies mas
sensibles tienden a desaparecer cuando los parches de vegetacion natural se
hacen mas pequefios y se aislan. Sin embargo, el efecto negativo del aislamiento
entre los parches afecta a la mayoria de las especies, incluyendo a las especies

menos sensibles como las generalistas (Crooks, 2002; Aducci Il et al., 2020).
2.2 Impacto de las carreteras en la fauna silvestre

El aumento de la densidad de carreteras es un factor importante en la pérdida de
la biodiversidad (Cervantes-Huerta et al., 2017). A nivel global se han llevado a
cabo estudios que confirman los efectos negativos de las carreteras sobre la fauna
silvestre (Carr y Fahrig, 2001; Havlick, 2004; Riley et al., 2006; Rytwinski y Fahrig,
2015; Bennet, 2017; Cervantes-Huerta et al., 2017; Delgado-Trejo et al., 2018;
Schwartz et al.,, 2020). En los ecosistemas, las carreteras generan mdultiples
problemas que estan englobados en lo que se conoce como “zona de efecto de
carretera” (van der Ree et al., 2015). Este concepto se utiliza para cuantificar los
impactos ecologicos negativos causados por las carreteras y el transito (Forman y
Deblinger, 2000; van der Ree et al., 2015). El impacto es mayor en las cercanias
de las carreteras, pero su efecto se puede observar en paisajes adyacentes, a una
distancia de la carretera que varia segun tipo de habitat que fue fragmentado, y
puede alcanzar una frecuencia de cientos de metros (van der Ree et al., 2015). La
zona de efecto de carretera incluye la pérdida, fragmentacion y perturbacion de los
habitats naturales, atropellamiento de fauna silvestre; asi como la contaminacion
por gases, luz artificial y ruido (Arroyave et al., 2006). Estos problemas cambian la
distribucion, densidad y la dindmica ecoldgica de las poblaciones de las especies
nativas (Arroyave et al., 2006; Cervantes-Huerta et al., 2017). Como
consecuencia, se reduce drasticamente la abundancia de organismos grandes,
como los vertebrados (Rytwinski y Fahrig, 2015). Las especies sensibles o con
distribucion restringida son especialmente afectadas, pues corren mayor riesgo de

extinciones locales, pero también las especies mas tolerantes a los cambios



ambientales sufren las consecuencias (Havlick, 2004; Cervantes-Huerta et al.,
2017).

La densidad de carreteras esta correlacionada con la densidad poblacional
urbana (Wydeven et al., 2001), y es usada como una medicién del porcentaje de
urbanizacion de un sitio (DeCandia et al., 2019). La urbanizacién afecta la
viabilidad de las poblaciones de la fauna silvestre (Grilo et al, 2008), ya que la
mortalidad aumenta para mamiferos que frecuentan los alrededores de las zonas
urbanas, como zorrillos, roedores y tlacuaches (Delgado-Trejo et al., 2018). A nivel
global, los carnivoros son el orden de mamiferos méas afectado negativamente por
las carreteras, pues se ha observado que el tamafio poblacional disminuye

drasticamente en zonas con presencia de carreteras (Rytwinski y Fahrig, 2015).

Al fragmentarse el habitat se producen dos principales efectos negativos: el
efecto borde y el efecto barrera (Arroyave, et al., 2006). El primero ocurre desde el
borde de la carretera hasta los 100 o 400 m hacia el habitat natural, segun la
especie (Arroyave, et al., 2006). En esta area las condiciones bidticas y abidticas
de la matriz y los parches cambian. Hay un aumento en la radiacion solar y la
temperatura, hay mayor susceptibilidad al viento y disminuye la humedad, que en
conjunto puede modificar la estructura de la vegetacion (Arroyave et al., 2006;
Cervantes-Huerta et al., 2017). Estos cambios pueden ser favorables para
especies invasoras o exoticas, que competirdn por los recursos, y desplazaran a
las especies nativas de la zona (Delgado-Trejo et al., 2018). Por ejemplo, Pfeifer et
al. (2017) evalu6 a nivel global la sensibilidad de los distintos grupos de
vertebrados en los bordes de paisajes fragmentados. Observo que el 46% de las
especies eran afectadas positivamente y el 39% negativamente por los bordes de
los parches de habitat. Las especies afectadas negativamente se encontraban
dentro de los parches de habitat natural, y generalmente eran especies con un
grado de proteccion especial. Las especies afectadas positivamente eran

principalmente especies generalistas y/o invasoras (Pfeifer et al., 2017).



Por otro lado, el efecto barrera ocurre cuando el movimiento de los animales
entre los parches del habitat es limitado o simplemente no ocurre, y como
resultado una poblacion grande se divide en subpoblaciones (Rytwinski y Fahrig,
2015). Después de varias generaciones, debido al aislamiento parcial, se pueden
observar efectos de deriva génica entre las subpoblaciones, y como principal
consecuencia la disminucion de la diversidad genética dentro de una poblacion
(Honnay, 2008). En el efecto barrera, factores como las carreteras rompen la
continuidad del habitat, e impiden el movimiento de muchas especies de
vertebrados, entre ellos mamiferos de talla mediana y grande (Riley et al., 2006;
Grilo et al., 2008; Thomassen et al., 2018). Las especies mas afectadas son las de
amplio movimiento (Carr y Fahrig, 2001; Rytwinski y Fahrig, 2015), con gran
ambito hogarefio (Rytwinski y Fahrig, 2015) y con patrones estacionales de
conducta (ej. migraciones, cortejo y reproduccion, entre otras), ya que recorren
varios kilometros en busqueda de alimento o de individuos para el apareamiento
(Cupul, 2002).

Una carretera es menos permeable cuando presenta bardas, y se vuelve
mas permeable para los individuos si presenta menor grado de perturbacion
humana y mayor cobertura de vegetacion en los alrededores (Grilo et al., 2008;
Delgado-Trejo et al., 2018). Si una carretera es mas permeable, es mas facil que
sea cruzada por los animales, sin embargo, aumenta el riesgo de sufrir
atropellamiento (Cervantes-Huerta et al. 2017; Delgado-Trejo et al., 2018). Debido
a esto, aunque puede ocurrir flujo génico, este sera bajo debido a que son pocos

los individuos que logren cruzar (Riley et al., 2006).

Los atropellamientos son bastante comunes a nivel global, y para gran
namero de especies animales es uno de los factores mas importantes de
mortalidad (Havlick, 2004; Cervantes-Huerta et al., 2017). El atropellamiento esta
entre las principales causas de muerte de origen antropogénico para los
vertebrados en el mundo (Hill et al.,, 2019). El indice de atropellamiento esta

relacionado con la amplitud y anchura de la carretera, el flujo vehicular, la
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velocidad promedio de los vehiculos, y la presencia de bardas. Estos factores
hacen que este tipo de matriz sea un ambiente hostil para los individuos, y
aumenta su mortalidad al intentar cruzar de un sitio a otro (Gantz y Knowlton,
2005; Wydeven et al., 2001).

Se estima que, al afio, en Estados Unidos, ocurre un aproximado de 365
millones de atropellamientos a vertebrados (Huijser et al., 2008). En México no
existen cifras a nivel nacional sobre atropellamientos de fauna silvestre
(Cervantes-Huerta et al.,, 2017), pero se tienen reportes sobre -carreteras
especificas. Un ejemplo es el estudio llevado a cabo por Cervantes-Huerta et al.,
(2017), donde estimaron 221 individuos atropellados/kilometro a lo largo de un afio
en el tramo Banderilla — Amozoc de la carretera Xalapa — Puebla. En otros
ejemplos, Delgado-Trejo et al., (2018) estimaron 11,461 animales atropellados al
afio en una carretera en la costa de Michoacan, y Schaffer (2019) ha reportado
mas de 2, 000 muertes de animales por atropellamiento al afio, en la Carretera

Federal nimero 2 en el estado de Sonora.
2.3 Historia de vida y biologia del coyote

El coyote (Canis latrans) (Say, 1823), es una especie perteneciente a la familia
Canidae, del orden Carnivora. Se reconocen aproximadamente 20 subespecies
(Méndez-Carvajal y Moreno, 2014). Esta especie no se encuentra dentro de algun
estatus de proteccidon especial a nivel nacional o internacional, y sus poblaciones
se consideran en aumento (CITES, 2014; SEMARNAT, 2010; Kays, 2018). El
coyote es una de las especies de canidos mas exitosa y con mayor distribucion,
gue va desde Alaska hasta Panama (Bekoff y Gese, 2003; Cove et al., 2012;
Méndez-Carvajal y Moreno, 2014).

Es una especie generalista con comportamiento oportunista, tanto para el
uso de habitat como para su alimentacién omnivora (Bekoff y Gese, 2003). Este
comportamiento permite que su alimentacion dependa de la disponibilidad de

alimentos por temporadas, por lo que existe una variacion anual en el consumo de

11



recursos (Hidalgo-Mihart et al., 2001). Esta variacion también depende del tipo de
ambiente y la region donde habita. En general, dentro de sus habitos alimenticios
esta el consumo de pequefios vertebrados (principalmente pequefios mamiferos) y
algunas especies de ungulados, como el venado cola blanca (Odocoileus
virginianus), seguido de herbaceas, frutos de temporada e insectos (Hidalgo-
Mihart et al., 2001; Cruz-Espinoza et al.,, 2008; Gehrt et al., 2011; Lukasik y
Alexander, 2011). En menor grado, los individuos que viven dentro y cerca de
zonas urbanas pueden llegar a consumir comida antropogénica y animales
domésticos, como gatos (Felis catus) y perros (C. lupus familiaris) (Gehrt et al.,
2011; Lukasik y Alexander, 2011).

El tamafio y peso del coyote varian segun la region geografica y las
subespecies, al ser de mayor tamafio las poblaciones en el Norte. Ademas,
presentan dimorfismo sexual, ya que los machos son mas grandes que las
hembras. En promedio, la longitud corporal es de 1-1.5 m para adultos. El peso
para un macho adulto varia entre 10 y 15 kg, y para las hembras adultas de 8 a 12
kg (Bekoff y Gese, 2003). Los machos adultos presentan mayor desarrollo de la
cresta sagital, en comparacion de las hembras. La férmula dental para la especie
es 1:3/3, C:1/1, P:4/4 y M:2/3 (Bekoff y Gese, 2003).

El pelaje también varia geograficamente. En zonas altas y hacia el norte, el
pelaje es mas denso y largo, con variaciones en el color entre grisaceo y rojizo.
Para zonas desérticas, el pelo es corto y con colores gris-amarillentos (Bekoff y
Gese, 2003). Aunque no es comun, se tienen registros de individuos melanisticos
(Mahan, 1978), y se reporté el caso de un individuo blanco en el desierto

Chihuahuense (Lopez-Gonzalez, 2011).

Al igual que otras especies del género Canis, los coyotes son diploides 2n =
38 cromosomas. Es comun la hibridacion con las especies de lobo gris (C. lupus),
lobo rojo (C. rufus) y perro domeéstico (C. lupus familiaris) (Cove et al., 2012), y

resultar la progenie hibrida fértil (Bekoff y Gese, 2003).
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El ancestro comin mas reciente del lobo y del coyote, es el coyote de
Johnston (C. lepophagus). Esta especie se distribuia ampliamente por gran parte
de Norteamérica durante el Plioceno tardio (10.3 a 1.8 millones de afios) (Bekoff y
Gese, 2003). Los registros fésiles indican que, durante el Pleistoceno y el
Holoceno temprano ca. 30.000 a 3,500 afios antes del presente, con distribucién
en Mesoamérica. La distribucion original del coyote estaba limitada a las praderas
del sur de Canada, de la regién central de Estados Unidos y del centro de México
(Parker, 1995; Hody y Kays, 2018). A partir de 1900, la especie se ha expandido
rapidamente hacia el norte y este de Estados Unidos, Canada y Alaska (Hody y
Kays, 2018). En la época de la colonia (siglo XVI), su distribucion abarcaba hasta
el centro de México (Hidalgo-Mihart et al., 2004). Su mas reciente expansion es en
Panama, con los primeros registros en 1980 (Méndez et al., 1981), y este pais fue

reconocido como parte de su distribucion natural en 1995 (Iglesias, 2002).

Los coyotes ocupan una gran variedad de habitats, con preferencia de uso
de ambientes abiertos, semiabiertos y bordes de bosques (Hidalgo-Mihart et al.,
2004). Es por esto que la expansion del coyote se ha visto beneficiada por los
cambios de uso de suelo y la deforestacion que han sufrido algunas areas
naturales (Hidalgo-Mihart et al., 2004; Heppenheimer et al., 2018; Berkman et al.,
2019). La expansion hacia Centroamérica pudo deberse a la deforestacion en
México (Hidalgo-Mihart et al., 2004), que abrido el paso hace mas de 400 afios
hacia Costa Rica y Panama (Monge-Najera y Morera Brenes, 1986). Se considera
gue la ausencia de depredadores de mayor tamafio, por ejemplo el puma (Puma
concolor), debido a la deforestacién, también ha beneficiado su expansiéon y
establecimiento, pues no ocurren confrontamientos y disminuye la competencia
por alimento (Wang et al., 2015). Como sucedid en México, es posible que el ritmo
constante de la deforestacion en paises Sudamericanos pueda propiciar en un

futuro la expansioén del coyote aun mas hacia al sur (Hidalgo-Mihart et al., 2004).

Se ha observado que los individuos de la especie son capaces de utilizar

matrices agricolas como corredores biologicos, posiblemente por ser ambientes
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abiertos (Hidalgo-Mihart et al., 2004). Ademas, los diferentes tipos de cultivos
pueden proporcionar alimento, lo que propicia la ocupacién de este tipo de
ambientes (Cove et al., 2012). Hidalgo-Mihart et al. (2001), llevaron a cabo un
estudio de habitos alimenticios en una selva baja caducifolia en el oeste de
México, donde se observé que los coyotes distribuidos en zonas deforestadas por
actividades agricolas consumian principalmente alimentos relacionados con
actividades humanas, como frutas cultivadas (Hidalgo-Mihart et al., 2001). Sin
embargo, las areas deforestadas para ganado pueden tener poca influencia en la
expansion del coyote, debido a que en este tipo de matrices no hay gran cantidad
de alimento (Cove et al.,, 2012). La gran capacidad adaptativa de los coyotes a
este tipo de ambientes perturbados y fragmentados les ha permitido distribuirse
ampliamente en zonas urbanas, suburbanas y rurales (Grinder y Krausman, 2001;
DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al., 2020).

El @mbito hogarefio varia segun la region geografica y por temporadas.
Ademas, es influenciado por el tipo de habitat, disponibilidad de alimento y
requerimientos energeéticos, asimismo varia entre sexos, edad y organizacion
social (Bekoff y Gese, 2003). Es una especie de amplio movimiento, con un rango
de ambito hogarefio entre 16.7 a 68.4 km? (Gantz y Knowlton, 2005), y para
machos transelntes se ha reportado hasta 202 km? de dispersion (Poessel et al.,
2016). A pesar de esto, se ha observado que individuos de coyote que se
encuentran en las cercanias de zonas urbanas suelen presentar rangos de ambito
hogarefio pequefios (Gehrt, 2007; Breck et al., 2019), con una estimacién media
de 10.8 km? (Atkinson y Shakleton, 1991) y 12.6 km? (Grinder y Krausman, 2001),
y puede disminuir a medida que la urbanizacién aumenta (Grinder y Krausman,
2001). En ocasiones, cuando los individuos son residentes, los territorios son
heredados a través de generaciones, ya que suelen permanecer en el mismo
territorio. Las manadas suelen defender sus territorios, en comparaciéon con los

individuos solitarios (Bekoff y Gese, 2003).
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2.4 Estudios de genética en paisajes fragmentados por la urbanizacion con

el coyote como objeto de estudio.

Estudios recientes han descrito que en areas pequefias y urbanizadas se puede
presentar una estructura genética en poblaciones de coyote, al ser las carreteras
las principales barreras que limitan el movimiento poblacional (Riley et al., 2006;
Rashleigh et al., 2008; Damm et al., 2015; Berkman et al., 2019; DeCandia et al.,
2019; Adducci Il et al., 2020). En un estudio llevado a cabo por Riley et al., (2006),
se monitorearon individuos de coyote mediante radio collares, y observaron que
las carreteras eran el limite de los territorios, y que, aunque estas barreras eran
cruzadas ocasionalmente por algunos individuos el flujo génico era reducido (Riley
et al., 2006).

Mediante el uso de haplotipos, Rashleigh et al. (2008) obtuvieron los valores
del indice de fijacion (Fst) por pares que indicaron que la estructura genética
aumentaba proporcionalmente con la distancia en areas altamente urbanizadas.
Segun el arreglo de los haplotipos, las poblaciones de coyote en Cleveland, Ohio,
no presentaban panmixia, pues observaron una diferenciacion regional en la
estructura de la poblacién en tres regiones (rango Fst = 0.07-0.17). Rashleigh et
al. (2008) argumentaron que la estructura genética puede estar influenciada por

las carreteras.

Berkman et al. (2019) llevaron a cabo un estudio donde observaron
diferencias regionales asociadas a la distancia entre las poblaciones de coyote de
los estados de Nueva York, Carolina del Sur y Wyoming. Pero al comparar solo la
poblacién de Nueva York a nivel de ecorregidbn no se observaron diferencias
significativas en el Fst por pares (valor mas alto de Fst = 0.010, p = 0.08). Sin
embargo, al separar las ecorregiones no tomaron en cuenta las barreras del
paisaje, y consideraron que el nimero de muestras fue bajo (Berkman et al.,
2019).
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En comparacion con el estudio anterior, DeCandia et al. (2019) evaluaron el
grado de urbanizacion en Nueva York, donde observaron diferencias entre una
poblacion muy cercana a la ciudad de Nueva York (NYC) y dos poblaciones
alejadas de NYC. Si bien no encontraron diferencias significativas en la
heterocigosis observada (Ho), si observaron una disminucion en la media de
alelos presentes en la poblacién de NYC (NYC = 6.44, vs dos poblaciones =
10.33). Esto puede indicar que los coyotes de NYC tienen movimiento mas
restringido, tal vez por la alta fragmentacion de habitat. Adicionalmente
encontraron que la poblacion de NYC esta ligeramente diferenciada de las otras
dos poblaciones (Fst = 0.035, p < 0.05) (DeCandia et al., 2019).

Adducci Il et al. (2020) llevaron a cabo un analisis de la estructura de una
poblacién en el sur de California, donde compararon poblaciones de coyote
cercanas a las zonas urbanas contra poblaciones en habitats naturales.
Obtuvieron cuatro poblaciones bien diferenciadas (rango Fst = 0.042-0.076). Entre
ellas observaron aislamiento por distancia mediante una correlacién entre las
distancias genéticas con las distancias geograficas (r = 0.125, p = 0.05). Las tres
poblaciones con mayor grado de diferenciacion genética fueron las mas cercanas
a las zonas urbanas, y estas poblaciones estaban separadas por dos carreteras
principales (Fst = 0.070). También observaron una pérdida de 1.6 alelos por cada
10% de incremento en la urbanizacion, lo que indica la disminucion de la riqueza
alélica. Sin embargo, no se vio afectada directamente por la densidad de
carreteras (R>=0.012, p = 0.226) (Adducci Il et al., 2020).

2.5 Fragmentacion por urbanizacion y carreteras en el centro de México

En el centro de México, desde la época de la colonia, se han fragmentado los
paisajes naturales debido a la actividad agricola y minera, y recientemente,
también por el aumento de la poblacion, la industria textil y la industria automotriz
(Camps et al., 2015). Esto ha creado un paisaje altamente fragmentado, con una
disminucién de hasta el 95% de la vegetacion natural (Challenger, 2014). Las

regiones centro y sur de los estados de Querétaro y Guanajuato, corresponde a
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uno de los principales centros manufactureros de Norteamérica (Camps et al.,
2015). Es uno de los siete “Corredores prioritarios para la integracion urbano-
regional” (SEGOB, 1995) y se encuentra dentro del Programa de Desarrollo de la
Regidén Centro-Occidente (FIDERCO, 2005). Estas industrias han resultado en la
expansion de la metropolis del estado de Querétaro con mas del 67% de la
poblacion del estado y un crecimiento medio anual del 3.2% para el periodo 2010-
2020 (CONAPO, SEDESOL, INEGI, 2015 (Censo 2020)). Debido a lo anterior, las
carreteras de este corredor son muy importantes para el desarrollo regional
urbano, ya que facilitan la comunicacion y el traslado de las mercancias entre las

zonas industriales, agroindustriales y multimodales (Camps et al., 2015).

La expansion de la red federal de carreteras federales y estatales aumento
un 15.38% desde el afio 2000 al 2018 (INEGI, 2021). Esta red vial ha resultado en
una matriz compleja con un flujo de trafico rapido y denso, arriba de los 77 km/h, el
cual no varia significativamente a lo largo del dia (De la Llata Gomez et al., 2001,
SCT, 2013). Las carreteras federales Mex-057 (Trafico Diario Promedio Anual
(TDPA), tramo Libramiento Nororiente de Querétaro (Cuota)= 8,736 vehiculos),
Mex-047D (TDPA, tramo Palmillas-Apaseo el Grande (Cuota = 6,399 vehiculos) y
la Mex-045 (TDPA, tramo Querétaro-lrapuato (Cuota = 21,303 vehiculos), son
consideradas carreteras troncales o principales, pues pertenecen a los ejes
troncales México-Nuevo Laredo con Ramal a Piedras Negras y Querétaro-Ciudad
Juarez (SCT, 2018). Querétaro mantiene comunicacion vial con el resto del pais
mediante tres rutas principales: Sur (México -Querétaro), Norte (Querétaro-San
Luis Potosi) y Occidente (Querétaro-Irapuato libre y cuota) (De la Llata Gomez et
al., 2001). Estas carreteras presentan gran extension en kilometros, alto flujo de
transito (SCT, 2013; SCT, 2020), presencia de bardas laterales y/o centrales, y
amplitud de cuatro carriles (3.50 m/carril) mas los camellones laterales (1.00-1.50
m/carril). Debido a estas caracteristicas, es probable que actien como barreras
del paisaje, y dividan el paisaje en cuatro regiones principales: regién Noreste,
Noroeste, Centro y Suroeste (ANEXO 1).
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[l HIPOTESIS

Las principales carreteras de la region centro de México, Mex-057, Mex-047D y la
Mex-045, actian como barreras en el paisaje que lo fragmentan en cuatro
regiones principales: Noreste, Noroeste, Centro y Suroeste. Estas barreras limitan
el movimiento de los individuos de coyote, por lo que disminuye la conectividad
funcional en la region, y la poblacion esta subdividida. Si la conectividad funcional
para el coyote es baja, tanto el flujo génico como la diversidad genética también lo
son entre las subpoblaciones. Por lo tanto, se presentara estructura genética en la

poblacion.

V. OBJETIVO GENERAL

e Inferir el flujo génico, estimar la diversidad genética e identificar poblaciones
subdivididas de coyote, para evaluar si la conectividad funcional es afectada por
las carreteras principales de la region del centro de México, Mex-057, Mex-047D
y la Mex-045.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Estimar la diversidad genética de la poblacion de coyote en el centro de México
mediante el uso de loci microsatélites.

eElucidar el grado de diferenciacion y estructura genética de la poblacion de
coyote en las cuatro subregiones Noreste, Noroeste, Centro y Suroeste del

centro de México mediante el uso de loci microsatélites.
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VL. METODOLOGIA

6.1 Area de estudio y obtencién de las muestras

El estudio se llevd a cabo en la region centro de México, especificamente en el
centro y sur del estado de Querétaro y el sureste del estado de Guanajuato
(Figura 1). Esta region abarca la zona sureste del Altiplano Mexicano Sur y una
parte del norte del Eje Volcanico Transversal, ambas son parte de las 15
provincias biogeograficas mexicanas (Escalante et al., 2007) y estan
caracterizadas por la distribucion de su biota (plantas, mamiferos, aves e
insectos). Ademas, estan limitadas por barreras geograficas, como son las
cadenas montafiosas de la Sierra Madre Oriental al este, y la cadena volcanica del
Eje Volcéanico transversal al sur. (CONABIO, 1997; Morrone et al., 1999; Morrone y
Marquez 2003; Escalante et al., 2007). Debido a que el area de estudio se
encuentra en una zona de contacto con las provincias ya mencionadas, en esta
area se presentan una variedad de tipos de vegetacion: matorral xerdfilo, selva
caducifolia, bosque de coniferas, bosque de encino y pastizal. Sin embargo, gran
parte del area es utilizada con fines agricolas, predominando los cultivos de riego
(INEGI, 2017).

Dentro del area de estudio se encuentra la zona metropolitana del estado de
Querétaro que abarca los municipios de Corregidora, EI Marqués, Huimilpan y
Querétaro (CONAPO, SEDESOL, INEGI, 2015). Ademas, es una region altamente
industrializada, pues se distribuyen 13 parques industriales de importancia
nacional e internacional en el estado de Querétaro y uno en el estado de
Guanajuato (SIMPPI). Estas zonas urbanas e industriales estan conectadas con
las otras zonas de importancia econdmica y social del pais por dos corredores
troncales: México-Nuevo Laredo con Ramal a Piedras Negras y Querétaro-Ciudad
Juéarez, de los cuales surgen las redes carreteras federales y estatales (SCT,
2018).
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Entre junio del 2016 y enero del 2020 se visitaron 13 sitios del estado de

Guanajuato y 33 sitios del estado de Querétaro (Figura 1), en los cuales el equipo
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de trabajo del laboratorio de zoologia de la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ
ha llevado a cabo el monitoreo de fauna silvestre desde el afio 2016. El ingreso a
los sitios de muestreo ejidales y privados fue autorizado por las autoridades
correspondientes. Durante las visitas a campo se colectaron mas de
500 excrementos de coyote. Estos se buscaron a lo largo de caminos, ya que
suelen depositarlos en estas zonas (Kohn y Wayne, 1997). Se registraron las
coordenadas geograficas en UTM con un GPS Garmin (etrex 20) de los sitios

donde se colect6 cada muestra.

Los excrementos se identificaron visualmente con base en su tamafio, forma,
color y contenido (Aranda Sanchez, 2012). Para evitar la contaminacion de las
muestras, se colectaron con guantes de latex esterilizados, y se depositaron en
tubos Falcon de 50 ml. Posteriormente se congelaron a -40° C para mantenerlos
viables hasta la extraccion de ADN. La corroboracion de la especie de
procedencia se llevd a cabo mediante métodos moleculares descritos en la

siguiente seccion (Verma et al., 2003).

6.2 Métodos de secuenciacion y analisis

La colecta de excrementos de coyote es un método no invasivo, por lo que no es
necesario el manejo de los individuos. Se obtiene el ADN de las células del epitelio
intestinal que fueron arrastradas a lo largo del paso del excremento por el tracto
digestivo (Waits y Paetkau, 2005). Extraer el ADN de los excrementos es tan
viable como obtenerlo de tejido, con el fin de llevar a cabo la identificacion de
individuos (Ruell y Crooks, 2007). Ademas, permite obtener los patrones de

dispersion de los coyotes (Wultsch et al., 2016).

La extraccion del ADN se llevo a cabo con el uso del kit Qiagen QIAmp Fast
DNA Stool Mini-kit segun las instrucciones del fabricante (Qiagen, la Jolla, C.A.).
Los excrementos estan contaminados con impurezas y compuestos organicos,

ademas llevan almacenados mas de un afio, por lo que se modificé el protocolo en
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la parte de lisis (Verma et al., 2003; Chaves et al., 2010). En este caso se utilizd
1.6 ml del buffer InhibitEX® cuando el excremento fue recolectado fresco, y el
tiempo de almacenamiento a partir de la recoleccion hasta la extraccion de ADN
no fue mayor a siete dias, y se utilizé 1.8 ml del buffer InhibitEX® cuando el
excremento se recolectd seco debido a la exposicion ambiental o el tiempo de
almacenamiento excedia mas de siete dias. Los desechos que resultaron de la
extraccion de ADN de los excrementos son de origen bioldgico-etiquetado segun
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (SEMARNAT, 2002). El material desechable,
como puntas de pipeta, guantes y cubrebocas, fue debidamente descontaminado
al sumergirlo en Hipoclorito de Sodio al 10% durante diez minutos y
posteriormente fue desechado en bolsas rojas para residuos biologicos (NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, SEMARNAT, 2002). Estos residuos fueron recolectados
por la empresa TRIRSA S.A. de C.V. (Transporte y recoleccion de residuos
peligrosos) autorizada por las autoridades de la Facultad de Ciencias Naturales,

Universidad Autonoma de Querétaro, para el manejo de estos desechos.

Después de la extraccion del ADN, se amplific6 mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) el gen citocromo b del ADN mitocondrial para
llevar a cabo la identificacion de la especie (Adams et al., 2003; Verma et al.,
2003). Los oligonucledtidos usados fueron especificos para la identificacion de
canidos (coyote, perro y lobo) (Adams et al., 2003; Mumma et al., 2014). Para la
amplificacion se utilizé 9 ml de Green tag (PROMEGA Corp.), 0.2 ml BSA 7.5%
(Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA), 0.2 ml MgCI2 (Qiagen, la Jolla, C.A.), 4.6 ml
de H20, 0.5 ml de cada oligonucleotido y 5 ml de ADN. Las condiciones para el
PCR fueron: desnaturalizacion inicial por 3 min a 94 °C, 40 ciclos de 30 segundos
de desnaturalizacion de los segmentos a 94 °C, 30 s para la alineacién de los
segmentos a 55 °C, 30 s para la elongacion de los segmentos a 72 °C y 7 min la
extension final a 72 °C (Mumma et al., 2014). La calidad de las extracciones se
revisd mediante electroforesis en geles de 1% - 2% agarosa a 60 volts durante 1 h

30 min, y se visualizaron a través de la exposicion de rayos UV. Posteriormente,
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los productos purificados de PCR se enviaron a Macrogen, Inc. para la
secuenciacion de los fragmentos. Las secuencias se compararon en el programa
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI para confirmar la especie
de procedencia con 98% o mayor porcentaje de identidad para C. latrans
(GeneBank 4097779).

Se utilizaron loci microsatélites del ADN nuclear como marcadores
moleculares ya que se ha probado su eficacia frente a otros marcadores en cuanto
al analisis de diversidad y estructura genética (Monzon et al., 2014). Si esta
informacion genética se combina con la informacion geografica mediante analisis
de dependencia espacial se pueden observar las diferencias regionales de una
poblaciéon en areas pequefias de muestreo (Guillot et al., 2005). Para cada
muestra se genotiparon 13 loci microsatélites polimorficos, cada uno de los cuales
pertenecen a diferentes cromosomas del genoma canino, y fueron disefiados para
el perro doméstico (C. familiaris) pero se ha comprobado su eficacia en estudios
de poblaciones de coyote (Francisco et al.,, 1996; Heppenheimer et al., 2018;
DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al., 2020). Se usaron cuatro microsatélites
dinucledtidos (AHT121, Cxx.119, Cxx.172 y C09.173) y nueve microsatélites
tetranucleétidos (FH2001, FH2054, FH2088, FH2096, FH2226, FH2293, FH2535,
FH2611 y FH3725). Cada microsatélite corresponde a un cromosoma distinto,
excepto por los microsatélites FH2088 y FH2535, que corresponden al cromosoma
15 del genoma canino (ANEXO 2) (Francisco et al., 1996; Mellersh et al, 1997;
Breen et al., 2001; Damm et al., 2015; Heppenheimer et al., 2018; DeCandia et al.,
2019; Adducci Il et al., 2020). Para la identificacion del sexo se utilizaron dos loci
determinantes de sexo para canidos (DBX6 y DBY7) (Seddon, 2005). Cada loci se
amplific6 mediante PCR y se llevaron a cabo tres repeticiones. Las condiciones
para cada microsatélite fueron: desnaturalizacion inicial por 10 min a 95 °C; 45
ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 54-58 °C para marcadores FH, 52 °C para el
marcador AHT y 1 min a 60 °C para los marcadores CXX y los determinantes del
sexo DBX6 y DBY7, y extension final por 10 min a 72°C (Adducci Il et al., 2020).
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Los fragmentos se observaron mediante electroforesis en geles de 1% - 2%
agarosa a 60 volts durante 1 h 30 min. Se utilizaron diferentes tintes en cada loci
microsatélite (ANEXO 2), y se visualizaron a través de la exposicion de rayos UV.
Al igual que los productos purificados de PCR el gen citocromo b del ADN
mitocondrial, los fragmentos amplificados se enviaron a Macrogen, Inc. para su

secuenciacion.
6.3 Andlisis de los datos
6.3.1 Determinacién de genotipos y célculos de frecuencias alélicas

De las muestras confirmadas pertenecientes a coyotes a partir de los genotipos
obtenidos, se identificaron los individuos Unicos con un analisis de identidad en el
programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007). Se calcularon las frecuencias
alélicas con el programa GenAlex v 6.5 (Peakall y Smouse, 2006; Peakall y
Smouse 2012).

6.3.2 Alelos nulos, desequilibrio de ligamiento y equilibrio Hardy-Weingberg

Se obtuvo la frecuencia de alelos nulos en cada locus con el paquete
Genepop (Rousset, 2020). La presencia de alelos nulos puede resultar en un falso
déficit de heterocigotos, e inflar las medidas de diferenciacion genética (Carlsson,
2008). Esto es debido a que los alelos nulos no amplifican en los ensayos de PCR,
y en caso de que haya individuos heterocigotos para un alelo nulo, un alelo puede
ser visible y el otro alelo no amplificar. Como resultado, el alelo visible puede llevar
a la identificacion de un locus como homocigoético cuando no lo es (Dakin y Avise,
2004). La presencia de alelos nulos puede deberse a errores durante la PCR por
un pobre alineamiento con los oligonucleétidos o porque las muestras son de baja
calidad (Dakin y Avise, 2004).

Se evaluo el desequilibrio de ligamiento (LD) para identificar la distribucion
independiente de los alelos en los loci de donde se obtuvieron los microsatélites
(Mohlke et al., 2001) (999 permutaciones, p = 0.005) con el paquete Poppr

(Kamvar y Tabima, 2021). El LD es la asociacion no azarosa entre dos o mas
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alelos que se han mantenido por varias generaciones sin cambios dentro de una
poblacion (Kiselyova et al., 2014; Single y Thomson, 2016). Esto ocurre cuando
los alelos se encuentran fisicamente cercanos en el cromosoma y no hay
recombinacion, y tampoco ocurre transmision independiente pues hay herencia
conjunta. A medida que estén mas separados (< 50 cM), la probabilidad de
recombinacién aumenta (Single y Thomson, 2016). El LD también puede ocurrir
por procesos de seleccidon, mutacion, deriva génica o endogamia (Kiselyova et al.,
2014; Single y Thomson, 2016). Ademas, se obtuvo el coeficiente de correlacion
(r) (999 permutaciones, p = 0.005) para cada par de loci con el paquete Poppr
(Kamvar y Tabima, 2021), y para confirmar los resultados, se obtuvo la
significancia (p < 0.05) para cada par con el paquete Genepop (Rousset, 2020)
(parametros Cadena de Markov (MCMC, por sus siglas en inglés): pasos de
dememorizacion = 10,000, repeticiones = 1,000, no. de interacciones: 10,000).
Este andlisis es importante en el caso de que dos marcadores moleculares estén
situados sobre el mismo cromosoma, como es el caso de los microsatélites
FH2088 y FH2535 (ANEXO 2).

Se llevd a cabo el andlisis de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para
determinar si la poblacion esta estable y presenta apareamiento azaroso. El EHW
es el estado de la frecuencia genotipica de dos o mas alelos de un locus después
de wuna generacibn de una poblacion de tamafio infinito donde ocurrio
apareamiento al azar, y no ocurren mutaciones, migraciones, ni seleccién natural
(Mayo, 2008; Waits y Storfer, 2016). La regla del EHW indica que, el equilibrio
alélico y genotipico para un organismo diploide con dos alelos en un locus
(ejemplo: alelos Ay a), donde p representa la frecuencia de Ay g la frecuencia de
a, las proporciones en la frecuencia genotipica esperada debe ser p?+ 2pg + g° =
1 (AA + 2Aa + aa). Estas condiciones no ocurren de manera estricta en las
poblaciones naturales, y si la poblacion no se encuentra en EHW, es posible que
este influenciada por efectos de mutacion, endogamia, deriva génica, migracion
y/o seleccion (Mayo, 2008; Wang y Shete, 2012).
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Es probable que, si la poblacion de coyote estd compuesta por
subpoblaciones aisladas, las proporciones de EHW no sean encontradas en la
poblacion total, aunque cada subpoblacion si puede encontrarse dentro de las
proporciones, esto es conocido como el Efecto Wahlund. Este efecto es el
aparente exceso de homocigotos o déficit de heterocigotos, y si dos o mas
subpoblaciones tienen diferentes frecuencias alélicas entonces la heterocigosidad
total se ve reducida, aun si las mismas subpoblaciones tienen apareamiento
azaroso (Mayo, 2008; Garnier-Géré y Chikhi, 2013). Para la poblacién de toda la
region, para las subpoblaciones y para cada loci microsatélite se evalué el EHW
con la prueba de chi? y el andlisis de Monte Carlo con 100,000 permutaciones con
el paquete PEGAS (Paradis, 2010) y Genepop (Rousset, 2020) para R. Se llevo a
cabo una segunda prueba con la correccion de Bonferroni mediante
comparaciones multiples (100,000 permutaciones) para disminuir el riesgo de
falsas diferencias significativas (Magurran, 2004), y se obtuvieron las proporciones

de los loci y de las subpoblaciones que estan fuera de EHW.
6.3.3 Diversidad genética

La obtencion de los indices estandar para medir la diversidad genética se realizo
con el programa GenAlex v 6.5 (Peakall y Smouse, 2006; Peakall y Smouse
2012). Se calcularon el numero de alelos diferentes (Na), el numero efectivo de
alelos (Ne), la heterocigosidad observada (Ho) con error estandar, la
heterocigosidad esperada (He) con error estandar, y el indice de endogamia (Fis).
Estos valores se obtuvieron para la poblacion total y se compararon entre cada
subpoblacién y cada loci. Adicionalmente, se identificaron los alelos privados para
cada subpoblacion con el programa GenAlex v.6.5 (Peakall y Smouse, 2012) y la
media de los alelos privados con el paquete PopGenReport (Gruber y Adamack,
2019).

6.3.4 Diferenciacion y estructura genética
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Se evalud la estructura genética mediante un analisis espacio-independiente
con el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este programa
asigna, mediante algoritmos bayesianos, los genotipos multilocus a grupos
genéticos, ya que calcula la probabilidad de que la poblacién esté formada por uno
o varios grupos de individuos con base en sus genotipos, y arroja el numero
posible de subpoblaciones (K) dentro de la poblacién. Debido a la hipétesis inicial
de cuatro subpoblaciones (ANEXO 1), se especific6 K =1 a 6 y 50 interacciones
con el modelo de Admixture (utilizado cuando se supone ascendencia mixta entre
los individuos) (MCMC: repeticiones 250,000, Burnin period = 500,000) (Pritchard
et al., 2000). Pritchard et al. (2000) menciona que el célculo de K por el programa
STRUCTURE debe ser interpretado con cuidado debido a que el método utilizado
en el programa es una aproximacion, y es dificil obtener estimaciones precisas.
Debido a esto, para confirmar el nimero de subpoblaciones mas probable arrojado
por el analisis de STRUCTURE, se estimé la tasa mayor de cambio en los valores
de probabilidad logaritmica (Ak) con el método de Evanno (Evanno et al., 2005), e
indicé que el niumero de subpoblaciones mas probable es de 2. Asi, el nUmero de
subpoblaciones K = 2 detectado inicialmente con el modelo especificado en
STRUCTURE se mantuvo al aplicar el método de Evanno et al. (2005), por lo que
estas dos subpoblaciones (K1 y K2) fueron utilizadas en los analisis posteriores
para evaluar la diferenciacion genética, ya que se descarto la presencia de las
cuatro subpoblaciones planteadas en la hipotesis. Con el programa QGIS 3.10.12
(2021) se gener6 un mapa para ubicar espacialmente a los individuos segun su
subpoblacién, e identificar el movimiento de estos dentro del area de estudio

segun la marca-recaptura de las muestras.

La diferenciacion genética entre poblaciones ocurre en ausencia o bajo flujo
génico y es la variacion que se presenta entre las poblaciones de una especie que
se encuentran separadas espacialmente (Honnay, 2008). La diferenciacion
genética entre poblaciones se estima acorde a los indices de fijacion de Wright

(1969) o estadisticos-F. Estos se basan en la varianza de las frecuencias alélicas,
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gue puede explicarse por la estructura de la poblacion (Wright, 1969). Fst es el
estadistico-F mas comun usado para medir la diferenciacion genética a nivel de
subpoblacién (Waits y Storfer, 2016). Se evalGa en un rango que va desde 0.00
para poblaciones que presentan exactamente los mismos alelos, a 1.00 para las
poblaciones que no tienen ningun alelo en comdn (Honnay, 2008). En promedio
las frecuencias alélicas suelen permanecer constantes dentro de las poblaciones,
y a lo largo del tiempo se puede observar divergencia entre ellas. Esto se puede
evitar si ocurre flujo génico entre las poblaciones a través de la migracién o
dispersion (Honnay, 2008). Los otros estadisticos son estimadores de endogamia
dentro de la poblacion (Fis) y entre las poblaciones (Fit) que presentan valores de
+1 para el exceso de homocigotos y -1 para el exceso de heterocigotos
(Wright,1951; Waits y Storfer, 2016).

El modelo original de Wright (1943, 1965) esta basado en loci bialélicos.
Posteriormente, Nei (1973) genero el indice de fijacion Gst, que es multialélico en
un solo locus y esta basado en Fst. Se define como la diferencia entre la
heterocigosidad esperada de toda la poblacion (Ht) y la media esperada de casa
subpoblacién (Hs):

(Ht—Hs) 1-Hs

Gst =
S Ht Ht

Existe cierta confusién en el uso de Fst y Gst en la mayoria de los trabajos
de genética de poblaciones, y es comun que ambos indices se usen
indistintamente (Kane, 2011; Meirmans y Hedrick, 2011) debido a que tienen
comportamientos similares (Jost et al., 2017). Estos indices de fijacion estan
basados en la heterocigosidad, en el caso de los alelos multialélicos el valor
maximo de diferenciacion entre poblaciones no puede llegar a 1.00, ya que
siempre existira algun grado de heterocigosidad dentro de las poblaciones, y la Ht
siempre sera mayor o igual a la Hs. Para marcadores altamente variables, como
los microsatélites, el rango de valores para Gst y Fst se vuelve menor, al llegar a

un valor maximo de diferenciacion posible 0.1 (Meirmans y Hedrick, 2011).
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Hendrik (2005) identific6 esta limitante y estandarizé el analogo G’st para
poblaciones con altos niveles de heterocigosidad. Esta estandarizacion permite
gue G’st tenga un valor maximo de diferenciacién de 1, y se define como el valor
Gst obtenido entre el Gst maximo (Gst max = funcién de la heterocigosidad

esperada, Hs y k = no. poblaciones) teérico:

_ (k—1)(1-Hs)
Gst(max) = Y — 1+ s
st = Gst
b= Gst(max)

Meirmans y Hedrick (2011) hicieron una correccion a esta ecuacion para
obtener valor de diferenciacion entre un niamero pequefio de poblaciones (G’sf),
ya que se pueden subestimar los valores de diferenciacion cuando se presenta un
namero pequeio de poblaciones a comparar. Esta ecuacion utliza la
estandarizacion de Nei (1987) a Gst (G’st (nei)), ya que esta toma en cuenta el

namero de poblaciones es pequefio a comparacion de G’st de Hendrik (2005):

, k(Ht — Hs)
Gt = T —Hs
Por lo tanto:
G'st e
" (Nei)
G'st = —
ST 1 T Hs

Debido a que los loci microsatélites son altamente variables, y el nUmero de
subpoblaciones a comparar es bajo (K = 2), en este estudio se calcul6 la
diferenciacion genética mediante los estadisticos-G (Gst por pares, G’st(Nei),
G’st(Hendrik) y G”sf) con el programa GenAlex v.6.5 (Peakall y Smouse, 2012).
Se calcularon los indices de fijacion Fst, Fis y Fit con el programa ARLEQUIN ver.
3.5.2.2 (pardmetros MCMC = 100,000, pasos de dememorizacion = 50,000, p =
0.05) (Excoffier y Lischer, 2010). Se calcularon los estadisticos-F entre las

subpoblaciones, entre individuos dentro de las poblaciones y entre los individuos,
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los cuales se pusieron a prueba mediante un Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) (10,000 permutaciones) con el programa ARLEQUIN ver. 3.5.2.2
(Excoffier y Lischer, 2010). Para poder llevar a cabo este analisis, se tomaron los
cuatro subgrupos de la hipétesis inicial del proyecto dentro de los dos grupos
principales: K1 conformado por Noreste (n = 8), Centro (n = 1) y Sur (n = 3), y K2

conformado por Noreste (n = 30, Noroeste (n = 3) Centro (n = 9) y Sur (n = 12).

El flujo génico se puede medir de manera indirecta con la marca-recaptura
de los individuos, pues se mide el movimiento de los individuos migratorios
directamente, pero se falla en medir el apareamiento exitoso de estos migrantes
(Waits y Storfer, 2016). Otros métodos indirectos para medir las tasas de
migracion y el flujo génico son métodos que calculan el tiempo de coalescencia de
los alelos que comparten un ancestro en comun (Kingman, 1982; Waits y Storfer,
2016). En cambio, las mediciones directas del flujo génico son pruebas de
asignacion que usan informacion genotipica de los individuos. Estos métodos
identifican a los individuos que se han alejado de su sitio natal, y estima la

dispersion entre las poblaciones y las areas geograficas (Waits y Storfer, 2016).

Para complementar los andlisis anteriores, primero se llevd a cabo un
analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) con el
paguete adegenet (Jombart y Kamvar, 2020) para observar el ordenamiento de los
datos en grupos. Luego, se utilizé el modelo de aislamiento por distancia (IBD, por
sus siglas en inglés) mediante una prueba de Mantel con el programa Alleles in
Space ver. 1 (Miller, 2005), para evaluar la asociacion de las distancias genéticas
(Fst/1-Fst) por pares de individuos (Rousset, 1997), con las distancias geograficas
(distancia Euclidiana de punto a punto) de cada sitio de muestreo (Heppenheimer
et al., 2018). Estos mostraran el gradiente o la separacion geografica de los
individuos de coyotes genéticamente similares. (Wultsch et al.,, 2016;

Heppenheimer et al., 2018; Berkman et al., 2019).
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VIl.  RESULTADOS

De un total de 537 muestras colectadas se confirmé un total de 282 pertenecientes
a coyotes. Estas se encuentran distribuidas en 31 sitios de muestreo del estado de
Querétaro y siete del estado de Guanajuato (Figura 1, ANEXO 1). De estas 282
muestras confirmadas se obtuvieron 70 individuos unicos con el andlisis de
identidad, de los cuales cuatro presentaron exceso de alelos que no amplificaron
(>50% del total de loci sin informacién) por lo tanto se descartaron de los anlisis.
De los 66 individuos que se conservaron, se identificaron un total de 19 hembras y
47 machos. Los resultados de las pruebas de asignacién arrojaron un total de dos
subpoblaciones (detallado en el apartado 7.3), las cuales fueron utilizadas para los

analisis posteriores.
7.1 Alelos nulos, desequilibrio de ligamiento y equilibrio Hardy-Weinberg

Los loci mostraron un rango de alelos por locus de 3 -19 con un promedio de 8.3
alelos. La frecuencia de alelos nulos en todos los loci fue baja (<0.25). El analisis
de desequilibrio de ligamiento arroj6 una asociacion significativa para los
marcadores (p = 0.001), lo que indica que hay loci en LD. En el analisis de
desequilibrio de ligamiento por pares, de 78 pares de loci, 18 mostraron estar en
desequilibrio. Sin embargo, la correlacién mas fuerte fue entre el locus Cxx.119 y
FH2001 con una r = 0.25 (ANEXO 3). Estos loci no fueron descartados debido a
gue, en diversos estudios de mapeo gendmico, los loci no se encuentran ligados
fisicamente (Mellersh et al., 1997; vonHoldt et al., 2010). Ademas, se han
reportado valores significativos para loci en desequilibrio de ligamiento en algunas
poblaciones de coyote debido a la estructura genética dentro de la poblacién,
endogamia y grupos de coyotes conformados por familiares a lo largo del paisaje
(Sacks et al., 2004, Hennessy et al., 2012).

A nivel global varios loci se encontraron fuera del EHW, solo para los loci
Cxx.172 y FH2293 el resultado no fue significativo (Cuadro 4). Las proporciones

de los loci y las subpoblaciones que estan fuera de EHW son altas (Cuadro 1),
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esto indica que gran porcentaje de la poblacion y de las subpoblaciones no se
encuentran estables, posiblemente no ocurra apareamiento azaroso. La
comparacion de la proporcion de loci fuera de EHW con la prueba Chi?, andlisis de
Monte Carlo (MC) y correccion de Bonferroni para cada prueba (Chi? Bonf. y MC
Bonf.) muestran resultados similares para cada subpoblacién lo que confirma que
la poblacion esté fuera de EHW. Los loci Cxx.172 y FH2293 no estan fuera del
EHW para ninguna poblacion, y para el grupo del K1 los loci FH2001 y C09.173
también esta dentro de EHW. Con la correccion de Bonferroni, para ambas
pruebas, la proporcion que esta fuera de EHW de la subpoblacién K1 es mas baja,
posiblemente porque hay menor nimero de individuos muestreados (Chi? Bonf. =
0.538, MC Bonf. = 0.307) en comparacion a la proporcion de la subpoblacién K2
(Chi? Bonf. = 0.769, MC Bonf. = 0.769) (Cuadro 1). Es comin que el apareamiento
no azarozo debido a la ubicacion geografica y el apareamiento asertivo en

poblaciones resulten en desviaciones al EHW (Abramovs et al., 2020).
7.2 Diversidad genética

Para toda la poblacion, la media de la heterocigosis observada (Ho = 0.633 +
0.053), indica que hay baja diversidad genética. Estos valores de heterocigosidad,
aunque bajos, corresponden al rango de valores (Ho: 0.6 — 0.8) reportados para la
especie C. latrans por varios autores (Williams et al., 2003; Hennessy et al., 2012;
Damm et al., 2015; Heppenheimer et al., 2018; Hinton et al., 2018; Berkman et al.,
2019; DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al., 2020). Por otro lado, el valor Fis =
0.088 indica que no hay niveles altos de endogamia. Se observa un numero

efectivo de alelos bajo (Ne = 5) (Cuadro 2).

La subpoblacion K2 mostré mayor heterocigosidad, y la presencia de alelos
privados. La subpoblacion K1 no mostré alelos privados. El locus C09.173 mostro
tendencia a niveles altos de endogamia (Fis = 0.527), seguido por los loci
Cxx.172, FH2054 y AHT121. En cambio, los loci FH2001 y Cxx.172 muestran un
mayor nivel de heterocigosis. La heterocigosidad mas baja correspondiente a la

subpoblacién K1 que puede deberse a una N baja (Abramovs et al., 2020).

32



Cuadro 1. Proporcién de loci microsatélites y subpoblaciones fuera de Equilibrio Hardy Weinberg.
Se compara con la prueba Chi?, andlisis de Monte Carlo (MC) y la correccion de Bonferroni para la

prueba de Chi? (Chi? Bonf.) y para el analisis de Monte Carlo (MC Bonf.).

Locus Chi? MC Chi2Bonf. = MC Bonf.
FH2001 0.5 0.5 0.5 0.5
FH2054 1 1 1 1
FH2088 1 1 1
FH2096 1 1 0.5 0.5
FH2611 1 1 1 0.5
AHT121 1 1 1 0.5
C09.173 1 0.5 0 0
CXX119 1 1 1 1
CXX172 0 0 0 0
FH2226 0.5 1 0.5 0.5
FH2293 0 0 0 0
FH2535 1 1 1 1
FH3725 1 1 1 0.5

Subpoblacién
K1 0.692 0.692 0.538 0.307
K2 0.846 0.846 0.769 0.769

7.3 Diferenciacion y estructura genética

El andlisis de STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000) arroj6é una K =2 como el
namero de subpoblaciones mas probable para la poblacibn de coyote. Los
resultados de los andlisis indican una estructura conformada por dos grupos bien
diferenciados: K1 (n = 12) y K2 (n = 54) (Figura 2). Todos los individuos fueron
asignados con >45% de coeficiente de Q en su grupo. Este resultado coincide con

la AK que mejor se ajusta segun el método de Evanno (Figura 3).
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Cuadro 2. indices estandar para medir la diversidad genética. Media para el nimero de alelos
diferentes (Na), numero efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada (Ho) con error
estandar, heterocigosidad esperada con error estandar (He), indice de endogamia (Fis) para cada
para cada locus y poblacion, y la significancia para equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) (*** = p <
0.005, n.s = no significativo), .

Locus N Na Ne Ho He Fis EHW
FH2001 5 3 0.698+0.198 0.569+0.176  -0.227 ok
FH2054 8 6 0.552+0.302 0.726+0.167 0.239 rx
FH2088 8 5 0.697+0.197 0.790+0.074 0.117 *hk
FH2096 5 4 0.638+0.222 0.727+0.057 0.121 *hk
FH2611 6 4 0.686+0.103 0.761+0.053 0.098 Frx
AHT121 7 4 0.573+0.027 0.720+0.108 0.204 Frx
C09.173 3 2 0.237+0.055 0.501+0.005 0.527 Frx
Cxx.119 5 3 0.446+0.362 0.615+0.028 0.275 Fhx
Cxx.172 3 1 0.357+0.098 0.290+0.062  -0.233 n.s
FH2226 9 6 0.724+0.004 0.816+0.051 0.113 Frx
FH2293 15 9 0.902+0.015 0.887+0.015 -0.017 n.s
FH2535 8 7 0.934+0.066 0.855+0.003 -0.092 *rx
FH3725 10 6 0.782+0.199 0.774+0.111 -0.011 *rx
Subpoblacién
K1 12 4 0.519+0.073 0.634+0.044 0.182
K2 51 6 0.747+0.064 0.754+0.054  -0.178
Media entre loci y

7 5 0.633+0.053 0.694+0.036 0.088

poblaciones y SE

Al ubicar espacialmente por subpoblacién a los individuos (Figura 4),
aparentemente los individuos de la subpoblacion K1 se encuentran distribuidos en
su mayoria en la zona Noreste del estado de Querétaro. Sin embargo, es posible
gue estos individuos sean transeulntes provenientes de regiones mas al sur. Se

identific al individuo macho Cl042 con desplazamiento desde la region sur (San
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Miguel Deheti, Amealco de Bonfil colectado en junio 2019) 63.31 km al noreste
(San Miguel Toliman, Toliman colectado en septiembre 2019), y finalmente 13.23
km al noreste (San Pablo, Toliman colectado en noviembre 2019) (distancia
geogréfica elipsoidal total 78.9 km en cinco meses). Ademas, se observan dos
individuos de la subpoblacion K1 en la region sur del area de estudio, que fueron
muestreados hace cinco y cuatro afios, macho Cl012 (Chiteje de la Cruz, Amealco
de Bonfil colectado en noviembre 2017) y hembra CIl049 (Tetillas, Salvatierra)
colectado diciembre 2016 y enero 2020 (Figura 4, A), aungue no es posible saber
Si estos se establecieron en esa zona o se desplazaron a otro sitio. Tres individuos
muestran informacién genética de ambas subpoblaciones: el individuo macho
Cl014 (Derramadero, Toliman colectado en septiembre 2019), con
aproximadamente 45% a K1 y 55% a K2, el individuo macho CI003 (Buenavista,
Toliman colectado en noviembre 2019) con 34% a K1 y 65% a K2, y el individuo
macho Cl017 (El Cerrito, San Juan del Rio colectado en marzo 2018), con 73% a

K1y 26% K2. Esto indica muy poco flujo génico entre ambas poblaciones.

La subpoblacién K2 se encuentra distribuida en toda el area de estudio.
Se identificd solo un macho transeunte (CI010), que se desplazé desde la regién
sur (Chiteje de la Cruz, Amealco de Bonfil colectado en octubre del 2017), hacia
24.12 km hacia el norte (Huimilpan colectado en marzo 2018) y por ultimo al 10.42

km al sur (El Rincén, Huimilpan colectado en julio 2019) (Figura 4, B).

1
09
0.8
0.7
0.6
0.5
04
0.3
02

01

0

K1 K2
Figura 2. Asignacion genética de individuos a dos subpoblaciones (K1 y K2) dentro de

la poblacion de coyotes. En el eje Y se observa el coeficiente de +Q
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Figura 3. Gréafico de Evanno que muestra la AK = media(|L"(K)), y la mediaLnP(D) que
mejor describe la estructura genética para la poblacion de coyote. Se observa que K = 2
es el numero de subpoblaciones mas probable en que se divide la poblacion.

Los analisis de Gst por pares, G’st(Nei), G’st(Hendrik) y G’st entre la
subpoblacion K1 y K2 arrojaron que si hay diferenciacion entre ambas
subpoblaciones (Cuadro 3). Los valores de diferenciacion de cada analisis indican
diferenciacion moderada, suficiente para observar estructura dentro de la

poblacion.

Cuadro 3. Resumen de estadisticos-G

G’st G’st
Gst (Nei) (Hendrik) G’’st
0.060 0.112 0.359 0.319

El andlisis de AMOVA mostro que 94% de la varianza genética se explica por

la diferenciacion entre los individuos de toda la poblacién del area de estudio, y
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8.95% por la diferenciacion entre las subpoblaciones, aunque este porcentaje es
bajo es significativo (p = 0.00), por lo que confirma estructura genética (Cuadro 4).
Estos porcentajes pueden deberse a que, al ubicar espacialmente en un mapa a
los individuos por subpoblacion, la distribucion de los individuos de ambos grupos

no esta restringida a una region en particular (Figura 4).

Cuadro 4. Andlisis de Varianza Molécula (AMOVA). Se muestra el porcentaje de variacion a
distintos niveles: entre poblaciones, entre individuos dentro de las subpoblaciones y entre los

individuos. Ademas, se observan los indices de fijacién FIS, FST y FIT.

Varianza
Fuente de entre % de
variacion DF Sum. Sq. componentes variacion
Entre
subpoblaciones 1 10.08 0.20 8.95
Entre individuos
dentro de las
subpoblaciones 64 129.04 -0.07 -3.27
Entre los
individuos 66 143 2.16 94.33
Total 131 282.12 2.29
indices de
fijacion Valor p
FIS -0.03 0.94
FST 0.08 0.00
FIT 0.05 0.61
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Figura 4. Ubicacion espacial de los individuos por subpoblacién K1 (rojo) (A) y K2
(azul) (B). Se observa la marca -recaptura de las muestras para los individuos de cada
subpoblacion (etiquetas de ID) a lo largo del area de estudio. En recuadros rojos la
fecha de captura de los individuos de los cuales se detectd movimiento.

38




El PCA mostré diferenciacion genotipica entre las dos subpoblaciones
(Figura 5), esto confirma la estructura genética observada en los analisis
anteriores. Los alelos que se diferenciaban mas entre los individuos fueron los
FH2001 alelo 145, FH2054 alelo108, AHT121 alelo 117 y FH3725 alelo 176. Sin
embargo, la prueba de Mantel no mostré aislamiento por distancia (R?=-0.001, p =
0.48) como una variable que influya en la diferenciacion de las subpoblaciones. Se
puede observar a lo largo de la distancia geogréfica una distribucion lineal sobre
distancias genéticas similares (Figura 6).

A B

N

Eigenvalues

[l

Figura 5. Analisis de componentes principales (PCA). Muestra la diferenciacion de la
poblacion de coyotes con los 13 microsatélites loci en dos grupos. A) Variacién del 18%
explicada por ejes 1y 2. B) Variacion del 16.3% explicada por los ejes 1y 3.
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Figura 6. Gréafico de la prueba de Mantel. Los rombos azules representan los individuos

comparados por pares, y la correlacion que presentan entre la distancia genética (Fst) y la
distancia geografica (km),
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VIIl. DISCUSION

Dentro de la zona de estudio se observd una poblacién subdividida en dos
subpoblaciones bien diferenciadas, debido a la presencia de algunos individuos
aparentemente transeuntes. Estos resultados rechazan nuestra hipétesis de que la
estructura genética estd influenciada por las principales carreteras de la region
centro de México (Mex-057, Mex-047D y la Mex-045) e indican que no actdan
como barreras en el paisaje, y la conectividad funcional de la poblacion de coyote

no ha disminuido, o el efecto de las carreteras aun no es detectable.

Se observo una baja diversidad genética para toda la poblacién segun el
rango observado para la especie, aunque la subpoblacion K2 presenta mayor
heterocigosidad (Cuadro 5). Los estudios que han observado una reduccién en la
diversidad genética de coyotes ha sido en poblaciones asociadas a ambientes
urbanos, tanto para nuevas poblaciones como para poblaciones ya establecidas
(Hennessy et al., 2012; Damm et al., 2015; DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al.,
2020). El paisaje del area de estudio es altamente heterogéneo, pues presenta
parches de ambientes conservados, rodeado de establecimientos rurales y
agricolas, que también rodean la metrépolis urbana. Pero la asociacion entre los
grupos genéticos y el tipo de ambiente (urbanizacion, rural o natural) no fue
observada como en otros estudios donde se ha registrado que las poblaciones
gue viven en ambientes naturales son distintas genéticamente a las que viven en
ambientes urbanos, donde se observa la disminucion de la diversidad genética
(Wandeler et al., 2003; DeCandia et al.,, 2019; Adducci Il et al., 2020). Para
identificar si realmente hay reduccion de la diversidad genética dentro de la zona
de estudio, y si esta asociada a la urbanizacién, se podrian llevar a cabo analisis
gue comparen los individuos residentes de las zonas naturales y rurales con los

individuos establecidos cerca de las zonas urbanas.
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Cuadro 5. Comparacion de la heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), Gst
(este estudio) / Fst (otros estudios) y N en diferentes estudios sobre genética de poblaciones de

coyotes en distintos ambientes.

He Ho Fst/Gst N Ciudad/Estado  Ambiente Referencia
0.69 0.63 0.060 66 Querétaro, Mex Rural/Urbano Este estudio
0.76 0.74 0.042 - 0.051 31 Los Angeles, CA Natural Adducci Il et al., 2020
0.77 0.74 0.035 84 Nueva York Natural DeCandia et al., 2019
0.76 - 0.77 0.72-0.78 - Nte. California Rural Williams et al., 2003
0.78 0.74 0.030 - 0.040 17 Auburn, AL Rural Damm et al., 2015
0.70-0.73 0.65-0.73 0.042 - 0.051 57 Los Angeles, CA Urbano Adducci Il et al., 2020
0.71 0.78 0.035 21 Nueva York Urbano DeCandia et al., 2019
0.69 0.69 - 225 Chicago, IL Urbano Hennessy et al., 2012
0.71 0.84 0.030 - 040 4 Auburn, AL Urbano Damm et al., 2015
0.74-0.77 0.68-0.70 0.030 — 0.037 68 Los Angeles, CA Urbano Riley et al., 2006

Las pruebas de asignacion, como las utlizadas en este estudio
(STRUCTURE y PCA), tienen de 65 a 100% de precision para asignar individuos
en su poblacion natal, estos porcentajes son mas acertados cuando las
poblaciones estan genéticamente diferenciadas. De este modo, las pruebas de
asignacion son capaces de estimar la presencia individuos dispersores o
transeuntes similares a los estimados por el método de marca-recaptura. (Berry et
al.,, 2004). Por lo que, podemos confiar en que los dos grupos detectados
corresponden a grupos de coyotes bien definidos. En uno de los grupos se
concentra el mayor numero de individuos de una misma subpoblacion, mientras
gue en el otro solo hay pocos individuos que muestran un desplazamiento através
del area de estudio, lo que sugiere que son individuos transeuntes. De este modo,
los individuos del grupo mas pequefio pueden identificarse como individuos
transeuntes que provienen de una poblacién al sur de la zona de estudio
(subpoblacién K1), y el grupo mas grande como la poblacion local (subpoblacién
K2) conformada por individuos residentes. Es comin que en un paisaje, la
poblacién de coyotes este conformada aproximandamente por 70% de individuos
residentes y 30% de transeuntes (Chamberlain et al., 2000; Hinton et al., 2015), y

los resultados de este estudio concuerdan con estos porcentajes.
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Se plantea que los individuos de la subpoblacion K1 (nueve machos y tres
hembras) pueden ser transeuntes, debido a que estos suelen separarse de la
manada y viajar mayores distancias en busca de nuevos territorios como se ha
observado en otros casos (Bekoff y Gese, 2003), esto puede variar entre sexos ya
gue depende del tipo de ambiente y de la temporada biologica (Andelt y Gipson,
1979). Puede ocurrir que en algunos casos la urbanizacion pueda facilitar la
dispersion de los individuos (Miles et al., 2018), en el caso de los coyotes, se ha
reportado que las carreteras pueden ayudar a la dispersion de los individuos
transeuntes, pues estos tienen preferencia por areas cercanas a ellas (Hinton et
al., 2015; Chamberlain et al., 2021), ya que las carreteras pueden reducir el costo
energético al desplazarse y facilitar el forrajeo (Hinton et al., 2015). Los
transeuntes tienen comportamiento némada, pues suelen hacer uso de espacios
pequefios por periodos cortos antes de establecerse (Hinton et al., 2015). Este
comportamiento fue observado con el individuo Cl042, que en seis meses fue
identificado en cuatro sitios distintos con direccion hacia el norte. Es posible que
los coyotes del grupo K1 pertenezcan a una poblacion ubicada mas al sur que
estad colonizando recientemente el area de estudio, por lo que no ha pasado
suficiente tiempo para ver un desplazamiento del grupo K2 o una interaccion
reproductiva entre ambos grupos. Se ha observado que, si bien los transeulntes
contribuyen muy poco a la reproduccion (Chamberlain et al., 2021), eventualmente
pueden cambiar su estatus de transeunte a residente cuando se establecen en un
territorio libre, o reemplazan a un individuo residente después de su muerte, y
establecerce con la pareja de este (Hinton et al., 2015; Sasmal et al., 2019). De
esta manera los individuos transeuntes contribuyen en la dinamica de una

metapoblacién e influenciar en la estructura poblacional (Hinton et al., 2015).

En los sitios de muestreo, la poblacion local muestra grupos de coyotes
residentes. Segun lo reportado para la ecologia de la especie, es comin que estos
grupos estén conformados por los parentales, que defienden y mantienen su

territorio sin desplazarse mas alla de su ambito hogarefio, con las crias o los

43



juveniles (Gese, 2001; Hinton et al., 2015). Sin embargo, en este estudio no se
puede estar seguro de la actividad individual y patrones de actividad de los
coyotes, ya que estos no fueron monitoreados. Es comun encontrar a los coyotes
en parejas reproductivas, que son mondégamas y suelen durar varios afios juntos,
0 en grupos pequefios conformado por individuos emparentados (Hennessy et al.,
2012). Si dos individuos exhiben 30% de empalme de territorio compartido, se
considera que pueden ser pareja 0 miembros de un grupo (Patterson y Messier,
2001; Hennessy et al., 2012). Los rangos de ambito hogarefio de los residentes no
se traslapan, pero el rango de a&mbito hogarefio de los transeuntes si se traslapa
con el de los residentes (Kamler y Gipson, 2000; Gehrt et al., 2011), esto puede
observarse con los individuos identificados como transeuntes de la subpoblacion
K2, que fueron identificados en sitios donde posiblemente ya se encontraban

establecidos residentes de la subpoblacion K1.

En el caso de la poblacion de coyotes dentro de la zona de estudio, las
evidencias indican que la conectividad funcional no ha disminuido al grado de
fragmentar la poblacién local. La estructura genética se genera por la influencia de
varios factores actuales e historicos (Habel et al., 2014). Por lo que hay varias
razones posibles para el aparente mantenimiento de la conectividad funcional en
la zona de estudio, entre las cuales, ademas de influir el comportamiento de la
especie, influye el nimero de generaciones que han transcurrido apartir de la
construccion de las carreteras y la permeabilidad actual de las carreteras. Realizar
los andlisis de genética de poblaciones mencionados en este trabajo en la misma
poblacién, pero en distintos periodos de tiempo, podria mostrar una diferenciacion

genética no observada actualmente.

Sobre la influencia del comportamiento de la especie en la conectividad
funcional, se ha observado que los individuos de coyote que viven cercanos a
zonas con cierto grado de urbanizacion son mas audaces y exploradores (Gehrt et
al., 2011). Este puede ser un comportamiento aprendido y de seleccion que surgio

de manera gradual hace varias generaciones (Breck et al., 2019). Para minimizar
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el riesgo, los patrones de actividad pueden ser influenciados por el tipo de
perturbacién local que han experimentado los individuos de coyote dentro de una
region (Kitchen et al., 2000). Esto a la larga afecta a la poblacion, pues las crias
gue han nacido en zonas urbanas, suburbanas y rurales deben adaptarse
mediante el aprendizaje de habilidades obtenidas de sus padres (Breck et al.,
2019), que han habituado su comportamiento para moverse entre la poblacién
humana, cruzar carreteras, evitar autos y obtener recursos en este tipo de
ambientes perturbados (Gehrt, et al., 2011; Schell et al., 2018). Debido a su
comportamiento principalmente crepuscular y nocturno en zonas con presencia
humana, se ha observado que los coyotes prefieren moverse através de las
carreteras cuando no hay tanto trafico. Su éxito se basa en que los individuos
evitan, espacial y temporalmente, las actividades humanas (Tigas et al., 2002). Si
esta adaptacion local a ambientes alterados y fragmentados no ocurrierra, el flujo
génico estaria limitado ain mas en presencia de las carreteras como barreras
(Adducci Il et al., 2020).

Junto con el comportamiento de la especie, es probable que las carreteras
no muestren aun una repercusion notable, incluso mediante analisis genéticos, en
la conectividad funcional dentro del area de estudio, ya que la gran mayoria de las
carreteras llevan relativamente poco tiempo de ser construidas, a excepcion del
tramo carretero México-Querétaro de la carretera federal Mex-057, construida en
1958 (CAPUFE, 2021). Esta carretera atraviesa zonas agricolas que se
encuentran en los alrededores de la zona metropolitana. En algunos de esos
tramos carreteros, las orillas de las carreteras presentan vegetacion, las bardas
gue separan los carriles son bajas y permiten el paso de los individuos, y
presentan camellones centrales amplios (aprox.12 m de ancho) con presencia de
arboles aislados (ej. tramo carretero Mex-45D). Estas caracteristicas hacen que
ciertas zonas de la carretera sean permeables, al permitir que los individuos

puedan cruzarla (Grilo et al., 2008; Delgado-Trejo et al., 2018).
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En la zona de estudio no se observan pasos de fauna silvestre que permitan
el cruce seguro en puntos estrategicos, solo existen seflalamientos de cruce de
fauna en algunos sitios. Los canales de drenaje pueden ayudar a cruzar las
carreteras a individuos de diferentes especies, sin embargo se ha observado que
a pesar de que haya presencia de canales, los coyotes prefieren cruzar las
carreteras que presentan vegetacion en las orillas cuando el trafico es bajo (Tigas
et al., 2002; Grilo et al., 2008). En este caso, para identificar cual es la zona de
cruce es necesario monitorear los movimientos de los coyotes mediante telemetria
(Tigas et al., 2002). Aunque los coyotes tienen preferencia del uso de carreteras
para moverse, es muy probable que la mortalidad por atropellamiento sea alta
(Tigas et al., 2002; Grilo et al.,, 2008). Para la zona de estudio no existe
informacion sobre la tasa de atropellamientos del coyote, pero si para felinos,
aunque para estos los registros también son escasos (Gonzalez-Gallina e Hidalgo-
Mihart, 2018). En el periodo de 2016 al 2020 se tiene un total de 364 registros de
accidentes automovilisticos debido a colision con fauna (171 para el estado de
Guanajuato, 193 para Querétaro) (INEGI, 2022). Sin embargo, estos solo son
reportes enfocados en accidentes de transito donde resultaron afectadas personas
o vehiculos, y no se menciona la especie, por lo que no refleja una estadistica de
mortalidad por atropellamiento para la fauna silvestre, ya que muchos de estos no

han sido registrados.

Es recomendable el monitoreo de individuos de coyote mediante telemetria,
ya que nos puede brindar un mayor panorama del comportamiento de estos dentro
del area de estudio, para asi entender mejor la conectividad funcional de la
especie dentro de este tipo de paisajes conformados por diversos ambientes con
distinto grado de perturbacion. Ademas, se podrian identificar los corredores y
caminos que mantienen la conectividad del paisaje, y que son utilizados por los
individuos para desplazarse dentro del area (Tigas et al., 2008). También, es
necesario llevar a cabo estudios similares de conectividad funcional con otras

especies presentes en el area de estudio, con el fin de identificar en mayor grado
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los efectos de la urbanizacion y fragmentaciéon de los ambientes (Adducci Il et al.,
2020).
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IX. CONCLUSIONES

Nuestros datos indican que la conectividad funcional de la poblacién de coyote en
la region del centro de México se ha mantenido, por lo que no hay evidencia de
gue ha disminuido el flujo génico al grado de fragmentarse en poblaciones mas
pequenias y diferenciadas genéticamente. La estructura genética observada
sugiere que la poblacion esta conformada por individuos residentes establecidos,
gue se encuentran en toda el area de estudio y por algunos individuos
presumiblemente transeuntes, que posiblemente provengan de una poblacion que
reside en la zona sur fuera de la regién de estudio. De acuerdo con esta hipétesis,
los resultados sugieren que las carreteras federales del area de estudio aun no
estan actuando como barreras para el movimiento de los individuos o el efecto de
barrera aun no es detectable en la poblacion. Esto puede deberse a la reciente
construccion de las carreteras, y la permeabilidad que se presenta en ciertos
tramos carreteros. Ademas, los coyotes tienen una capacidad de adaptacion alta
para sobrevivir y desplazarse en ambientes con diferentes grados de perturbacion,
gque puede, incluso, permitir a los individuos utilizar las carreteras para
desplazarse mas facilmente. A pesar de que la poblacion de coyotes local no esta
fragmentada dentro del area de estudio presenta tendencia a diversidad genética
baja, probablemente asociado a la urbanizacién, como ha sido observado en

diversos estudios.
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ANEXO 1

Mapa donde se observa la ubicacion de las 282 muestras confirmadas de coyote segun los grupos hipotéticos. Las
principales carreteras federales se muestran en rojo y las estatales en amarillo. También, se observan las
principales zonas urbanas del area de estudio. Las subpoblaciones de coyote hipotéticas se observan en azul el
grupo del Centro, negro el grupo del Noreste, rojo el grupo del Noroeste y rosa el grupo del Sur.
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ANEXO 2

Listado de los loc microsatélites utilizados en el estudio. (Francisco et al., 1996; Mellersh et al, 1997; Breen et al.,

2001; Damm et al., 2015; DeCandia et al., 2019; Adducci Il et al., 2020)

Microsatélite  diftetranucleétido 3 5’ Cromosoma Tamafio Tincion
FH2001 Tetranucledétido  TCCTCCTCTTCTTTCCAT TGAACAGAGTTAAGGA cfa 23 131-157 HEX
TGG TAGACACG
FH2054 Tetranucle6tido  GCCTTATTCATTGCAGTT  ATGCTGAGTTTTGAAC cfa 12 80-174 NED
AGGG TTTCCC
FH2088 Tetranucleétido CCCTCTGCCTACATCTC  TAGGGCATGCATATAA cfa 15 90-130 HEX
TGC CCAGC
FH2096 Tetranucleétido = CCGTCTAAGAGCCTCCC GACAAGGTTTCCTGGT cfa 11 84-100 FAM
AG TCCA
FH2226 Tetranucleétido GGACTACCCCATTGCAT GAATCGAGTCCCATAT cfa 07 166-212 FAM
TTG CGGG
FH2293 Tetranucledtido = GAATGCCCTTCACCTTG AGGAAAAGGAGAGATG cfa 10 208-500 FAM
ATGCC
FH2535 Tetranucleodtido GTCATTGACAGACTACA  ACAGACTTGCAGTATT cfa 15 111-147 FAM
AATCTCC TTGTCTG
FH2611 Tetranucle6tido = GAAGCCTATGAGCCAGA  TGTTAGATGATGCCTT cfa 36 185-211 FAM
TCA CCTTCT
FH3725 Tetranucleétido =~ GAAAGAACTCACTCAAA  AAATGTTACTTCAGAAA cfa 14 116-196 NED
ACTTCC AGCTGG
AHT121 Dinucledtido TATTGCGAATGTCACTG ATAGATACACTCTCTCT cfa 13 101-129 HEX
CTT CCG
Cxx.119 Dinucledtido TTGATTTCCCCTGTAGCT GATGRAAAGAATGAGA cfa 04 87-97 NED
TA GAGG
Cxx.172 Dinucledtido CCTGTCTCCTGTGGACC ACATGCAAAAGGACAC cfa 37 142-160 HEX
AAT ATTACG
C09.173 Dinucledtido ATCCAGGTCTGGAATAC TCCTTTGAATTAGCACT cfa 09 123-129 FAM
CCC TGGC
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ANEXO 3

Listado de los pares de loci microsatélites en el andlisis de Desequilibrio de
ligamiento (LD). Se observa el valor de correlacion (r) y la significancia para el
desequilibrio de ligamiento (p <0.05).

Par de loci r p <0.05
FH2001:FH2054 1.40E-01 *
FH2001:FH2088  7.90E-02 *
FH2001:FH2096  3.30E-02 *
FH2001:FH2611 -1.40E-02
FH2001:AHT121 8.80E-03
FH2001:C09 173 2.30E-02
FH2001:CXX119 2.50E-01 *
FH2001:CXX172 -3.10E-02
FH2001:FH2226  -1.70E-03
FH2001:FH2293  1.50E-01 *
FH2001:FH2535  -2.90E-02
FH2001:FH3725  3.70E-02
FH2054:FH2088  8.20E-02 *
FH2054:FH2096  1.10E-01 *
FH2054:FH2611  4.10E-02 *
FH2054:AHT121  7.20E-02
FH2054:C09_173 -9.00E-02
FH2054:CXX119  7.30E-02
FH2054:CXX172  5.90E-02
FH2054:FH2226  6.60E-02
FH2054:FH2293  1.30E-01 *
FH2054:FH2535  2.40E-02
FH2054:FH3725 -2.10E-02 *
FH2088:FH2096  1.80E-02 *
FH2088:FH2611  3.30E-02
FH2088:AHT121 -1.50E-02
FH2088:C09_173 6.60E-02
FH2088:CXX119 1.60E-01 *
FH2088:CXX172  1.30E-02
FH2088:FH2226  1.10E-02
FH2088:FH2293  -4.00E-02
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FH2088:FH2535
FH2088:FH3725
FH2096:FH2611
FH2096:AHT121
FH2096:C09_173
FH2096:CXX119
FH2096:CXX172
FH2096:FH2226
FH2096:FH2293
FH2096:FH2535
FH2096:FH3725
FH2611:AHT121
FH2611:C09_173
FH2611:CXX119
FH2611:CXX172
FH2611:FH2226
FH2611:FH2293
FH2611:FH2535
FH2611:FH3725
AHT121:C09_173
AHT121:CXX119
AHT121:CXX172
AHT121:FH2226
AHT121:FH2293
AHT121:FH2535
AHT121:FH3725
C09_173:CXX119
C09_173:CXX172
C09_173:FH2226
C09_173:FH2293
C09_173:FH2535
C09_173:FH3725
CXX119:CXX172
CXX119:FH2226
CXX119:FH2293
CXX119:FH2535
CXX119:FH3725
CXX172:FH2226
CXX172:FH2293

1.20E-03
2.40E-02
1.90E-03
1.20E-01
7.30E-02
6.40E-02
-4.50E-02
2.50E-02
-4.70E-02
8.00E-03
4.30E-02
-8.10E-03
7.90E-02
9.30E-02
2.80E-02
-1.20E-02
-2.40E-02
-5.10E-03
1.40E-02
1.20E-01
-5.20E-03
-2.60E-02
-3.30E-02
-4.60E-02
-1.30E-02
1.10E-01
-4.30E-03
-3.90E-02
-1.20E-01
-4.00E-02
-2.00E-02
2.60E-02
-2.10E-02
4.80E-02
8.70E-02
1.10E-02
5.70E-02
4.10E-02
2.70E-02
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CXX172:FH2535  8.70E-03
CXX172:FH3725 -3.10E-02
FH2226:FH2293 1.70E-02
FH2226:FH2535  3.40E-02
FH2226:FH3725  4.40E-16
FH2293:FH2535  -3.50E-02
FH2293:FH3725  -9.40E-03
FH2535:FH3725  4.90E-03
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