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Resumen

La produccién natural de perdiz roja en Espafia no satisface la demanda cinegética, por ello se
realizan rutinariamente repoblaciones con perdices criadas en granjas. En ocasiones, se han introducido
fraudulentamente especimenes foraneos, sobre todo de perdiz turca, que puede hibridar con la roja,
produciéndose un fendmeno de introgresion genética. En este trabajo se analizan secuencias de DNA
mitocondrial de perdices hibridas recogidas en granjas y en cotos de localidades repartidas por la geografia
espafiola y se comparan con secuencias de perdiz turca de multiples origenes. Los resultados corroboran la
procedencia oriental detectada previamente e indican que todas las secuencias de perdiz turca dispersas en
la geografia espafiola tienen un origen muy restringido.
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Summary

The natural production of red-legged partridge in Spain does not meet hunting demand, so stocking
with fowl-run reared partridges is routinely performed. Sometimes, specimens of foreign origin, especially
the chukar partridge have been fraudulently introduced. Chukar partridge can hybridize with the red-legged
partridge, resulting in genetic introgression. In this paper, mitochondrial DNA sequences of partridges
collected in fowl-runs and hunting areas throughout the Spanish geography are compared with sequences of
chukar partridge from multiple sources. The results of this study corroborate the oriental origin previously
reported and suggest that all the chukar partridge sequences scattered in the Spanish geography have a very
restricted origin.
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Introduccion

La perdiz roja, Alectoris rufa, es la especie mas emblematica de caza menor en Espafia
(Blanco-Aguiar et al. 2003). Se cobran anualmente varios millones de ejemplares, lo que
constituye una importante fuente de ingresos, sobre todo en areas rurales que carecen a
menudo de grandes recursos econémicos.

La escasez de esta especie en los campos, debida principalmente a causas como la
progresiva destruccién de su hdbitat o a una elevada presiéon de sus predadores antrépicos y
silvestres ha hecho necesario el desarrollo de métodos alternativos, como las sueltas
(iberacion de animales inmediatamente antes de la partida de caza) y repoblaciones
(liberacién de animales tras la temporada de caza, con fines reproductivos) con ejemplares
criados en granjas. Sin embargo, la perdiz roja presenta una baja adaptabilidad para la ctia en
cautividad, lo que reduce su potencial reproductivo: los apareamientos tienen que ser
mono6gamos, pues la presencia de méas de una hembra con un solo macho hace que se
produzcan agresiones entre ellas hasta quedar sélo una, ademas, el numero de huevos por
puesta es relativamente bajo. Por estas razones algunos criadores comenzaron a realizar
cruces con otras especies del mismo género, como la perdiz griega (Alectoris graeca) (Negro et
al., 2001) y, sobre todo, la perdiz turca (Alectoris chukar), debido a que ésta se adapta mejor a
la crfa en cautividad y tiene mejores indices reproductivos, ya que con un solo macho pueden
convivir hasta cuatro hembras (Francesch y Colominas, 2008).

En analisis previos realizados con distintos marcadores moleculares, se han
encontrado en la Peninsula Ibérica algunos hibridos de perdiz roja con perdiz griega o turca.
La hibridacién conlleva problemas genéticos, como son la pérdida de variabilidad y la falta de
adaptacién al medio vy, a la larga, provoca la destruccion del acervo genético de la especie
autéctona.

El género Alectoris cuenta con siete especies (A. barbara, A. chukar, A. graeca, A.
magna, A. melanocephala, A. philbyi y A. rufa), todas ellas muy similares morfolégicamente,
distinguiéndose sobre todo por los patrones de plumaje del rostro y el cuello.

La perdiz roja se encuentra en la Peninsula Ibérica, el sur de Francia, y en las Islas
Baleares y ha sido introducida con éxito en zonas de Gran Bretafia (Johnsgard, 1988) y de
Italia (Baratti ez al., 2005); la perdiz griega o perdiz de roca (A. graeca) se distribuye en Italia y
en los Balcanes occidentales, incluyendo Grecia continental, mientras que la perdiz turca (A.
¢hucar) ocupa un area mas amplia, extendiéndose desde las islas griegas y Turquia hasta el
norte de China, a través de Asia Central, ademds de existit numerosas zonas donde ha sido
introducida con éxito, como el Reino Unido (Long, 1981) (Figura 1). Debido a la amplitud
de su distribucién, existe un cierto grado de diferenciacién dentro de la especie Alectoris
chukar, de la que se conocen 14 subespecies distinguibles morfolégicamente, cada una
localizada en un area geografica concreta.

Se conocen zonas donde estas especies son parapatricas y existe una hibridacion
natural, A. rufa y A. graeca forman hibridos en el sureste de Francia (Bernard-Laurent 1984) al
igual que A. graeca y A. chukar en Bulgaria (Dragoev 1974) y Grecia (Triantafyllidis ef al.
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2005). Entre A. rufa y A. chukar no se producen hibridos naturales, ya que su distribucién
geografica no se superpone, sin embargo, en areas donde se ha introducido esta dltima
artificialmente con fines cinegéticos, se ha encontrado evidencia de hibridacién, entre .A. rufa
y A. chukar en el centro de Italia (Baratti ¢f al, 2005) y en distintas zonas de la Peninsula
Ibérica (Martinez-Fresno et al., 2007), que no pertenecen a la distribucién natural de la perdiz
turca.

La posibilidad de hibridacién interespecifica hace aun mas grave la introduccién de
especies aléctonas, ya que existe la posibilidad de introgresion genética. Un ejemplar hibrido
entre ambas especies ademas de ser mas productivo (Nadal, 1992), es fértil y, tras
retrocruzamientos sucesivos, las diferencias morfoldgicas entre individuos hibridos y puros
se van diluyendo, de tal manera que un retrocruzamiento con perdiz roja de hibridos de Fi
de A. rufay A. chukar es practicamente indistinguible morfolégicamente de una perdiz roja.
Esto impide que los cazadores puedan diferenciarlas facilmente y propicia la introgresién en
cotos espafioles con A. chukary la difusion de sus genes entre la poblacion salvaje.

Aunque la perdiz roja (A. rufa) estd clasiticada segin el Libro Rojo de los
Vertebrados de Espafia (Blanco y Gonzalez, 1992) como especie no amenazada, segin la
clasificacién del grado de amenaza europeo para las aves (Tucker y Heath, 1994) esta
considerada una especie vulnerable, debido a las circunstancias anteriormente descritas de
destruccion de habitat, sobreexplotacion y repoblacién indiscriminada con especies
al6ctonas.

Figura 1. Distribucién de las distintas especies de Alectoris segin Randi (1996)
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La Ley 42/2007 del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad, constituye el régimen
juridico basico de la conservacién, uso sostenible, mejora y restauraciéon del patrimonio
natural y de la biodiversidad espafiola. Dicha ley establece las especies que son objeto de caza
y pesca, asi como un catilogo de las especies protegidas y las condiciones de su caza.
Asimismo hace un inventario de las especies que deben ser objeto de medidas de
conservacion especiales en cuanto a su habitat, con el fin de asegurar su supervivencia y su
reproduccion. Complementariamente, el Real Decreto 1118/1989, establece especificamente
la prohibicién de introducir ejemplares vivos de especies cinegéticas o subespecies que
comporten un riesgo para la pureza genética de las subespecies o razas geograficas
autoctonas.

En un estudio anterior (Martinez-Fresno e# al., 2007) se detect6 introgresion genética
con perdiz turca en dos localidades de Huesca y Toledo respectivamente y en dos granjas
localizadas en Palencia y Burgos, pudiendo determinar, a partir de las secuencias, el origen
geografico de la contaminacién, que corresponde a la zona mas oriental de la distribucion de
la especie (China, Mongolia y Kirguizistan). En este trabajo se amplia el estudio a ejemplares
de otras granjas, hibridos experimentales y a nuevas muestras hibridas obtenidas de animales
en libertad, procedentes de cotos de localidades espafiolas muy variadas y distantes, con el fin
de identificar, con mayor precision, el origen y la extensién de la contaminacién genética. Se
han empleado para comparacion, tanto secuencias depositadas en la base de datos molecular
GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI) como secuencias
procedentes de Libano, correspondientes al area mediterranea de distribucién de la perdiz
turca. Hemos utilizado secuencias de una zona altamente polimérfica —regién control— del
DNA mitocondrial (DNAmt), para averiguar la procedencia de los ejemplares de 4. chukar
analizados y as{ determinar la amplitud de la contaminacién y si su origen es el mismo
previamente detectado.

Materiales y métodos
Muestras:

Analizamos una serie de muestras de Afkctoris chukar o de sus hibridos con A. rufa,
procedentes de diversas localizaciones, incluyendo animales silvestres de Libano; animales
silvestres procedentes de diversos cotos abarcando toda la geografia peninsular (procedentes
en parte de la Fundacién FEDENCA, 2013) y animales producidos en tres granjas, todas de
ciclo completo, es decir, que poseen reproductores: dos granjas cinegéticas, una de gran
produccién y otra de pequefia produccién y una tercera dedicada a la produccién de carne,
que puede legalmente utilizar cualquier especie de perdiz; ademas, se analizaron individuos
procedentes de una granja experimental francesa dependiente de la ONCES' (Office National
de la Chasse et de la Faune Sauvage, Saint-Benoist, Francia) en donde se obtienen hibridos
de forma artificial para su estudio. En la tabla 1 se recogen los tamafios muestrales en
relacién con la procedencia de los individuos.

Las secuencias se compararon con las depositadas en la base de datos GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), del National Center for Biotechnology Information.
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Extraccién de DNA:

El DNA fue extraido a partir de células procedentes del cafién de las plumas.El
marcador seleccionado para el analisis es una secuencia de 234pb comprendida en la region
hipervariable I de la regién control (D-/ogp) del DNA mitocondrial de Afectoris. Se utilizaron
los cebadores descritos en Martinez-Fresno e al. (2005). La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un termociclador PTC-150 Mini Cycler TM (M]
Research), con un volumen final de 10pl por tubo, comprendiendo 2ul de DNA, 0,2pl de
dNTPs, 0,2ul de cada uno de los cebadores, 0,4pl de BSA, 0,08ul de la polimerasa Tag, 1ul
de 10x y H20.

POBLACION =)
INDIVIDUOS
Badajoz 3
Burgos 1
Granada 1
Granja cinegética de baja producciéon 10
Granja cinegética de produccién masiva 1

Granja de produccion de carne

Hibrido ONCFS 4
Huesca 1
Lérida 1
Libano 2
Lugo 1
Madrid (Colmenar Viejo) 1
Madrid (Valdaracete) 1
Murcia 1
Toledo (Manzaneque) 1
Toledo (Tembleque) 2
TOTAL 38

Tabla 1. Material biol6gico analizado en el presente estudio, incluyendo los tamafios muestrales en relacién con la procedencia
de los individuos.
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El programa utilizado en el termociclador constaba de 40 ciclos bajo las condiciones
siguientes: 5 min. de desnaturalizacién a 95°C, 1 min. de hibtidacién a 53°C y 1 min. de
extension a 72°C, 1 min. de desnaturalizacién a 94°C, y una extension final 9 min. a 72°C,
tras esto se conservaba a 4°C hasta la finalizacién manual del programa.

Los resultados de la PCR se comprobaron mediante electroforesis en agarosa al 2%
y bromuro de etidio al 0,1% (1,0 pg/ml) en tampén TBE (45mM tris-borato y ImM EDTA)
a90 V.

La secuenciacion se realiz6 en La Unidad de Gendmica del Parque cientifico de
Madrid, UCM, Campus de Moncloa, con el secuenciador automatico 3730 DNA Analyzer,
Applied Biosystems®.

La lectura de las secuencias para designar la secuencia consenso se realizé con el
programa Chromas lite 2.01© 1998-2005 Technelysinm Pty. Ltd, se editaron con BioLEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.0. ©1997-200 (Hall, 1999) y el alineamiento se llevé a cabo con la
aplicacion Clustal W mnltiple alignment (Thompson ez al. 1994).

El anélisis de haplotipos y puntos polimérficos se realizé con el programa DNA
Sequence Polymorphism DnaSP 5.10, (Librado y Rozas, 2009). Se elabor6 una red de haplotipos
con el programa Neswork 4.5.1.6 © 2004-2009 Fluxus technology Ltd.

Resultados

En las secuencias analizadas se encontraron dos posiciones variables, ambas
transiciones C-T, constituyendo tres haplotipos diferentes, claramente pertenecientes a la
especie Alectoris chukary coincidentes con los anteriormente descritos (Martinez-Fresno ez al.,
2007).

Los haplotipos encontrados muestran las posiciones variables en relacién con la
secuencia de referencia del DNA mitocondrial de A. chukar AF435558 (Wei ef al., 2001) tal y
como se aprecia en la tabla 2. Los haplotipos 68 y 69 fueron los mas frecuentes mientras que
el haplotipo 70 es mas escaso.

Con los haplotipos encontrados en Espafia y los depositados en la base de datos
GenBank, se construyé una red haplotipica mediante el método “median joining”, que
muestra un claro componente geografico, con dos grandes grupos de haplotipos: un grupo
correspondiente al drea mas occidental de la distribucién de A. chukar, con las secuencias
procedentes de Libano, Georgia y las islas griegas; y otro correspondiente a la zona mas
oriental, con secuencias procedentes fundamentalmente de varias zonas de China, Mongolia
y Kirguizistan. Los individuos de ambos grupos estan separados en la red al menos por seis
segmentos, lo que indica que difieren, al menos, en seis mutaciones distintas. Las Unicas
excepciones de esta division son las muestras de Pakistan y Afganistin, que se agrupan con
los haplotipos orientales, lo que indica una diferenciacion local especifica (Figura 2).

Los tres haplotipos hallados en este trabajo coinciden con los previamente descritos
en Espafia (Martinez-Fresno e al., 2007) y pertenecen al grupo oriental. A pesar de haber
ampliado significativamente la muestra, tanto en nimero como en diversidad de origenes, no
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Tabla 2. Lista de haplotipos y frecuencias correspondientes al DNA mitocondrial de A. chukar encontrados en poblaciones
espafiolas. Se seflalan las posiciones polimorficas utilizando como referencia la secuencia AF435558 descrita por Wei
et al. (2001). BU-Burgos, BA-Badajoz, GR-Granada, GrA-Granja A (Burgos), Grl-granja de carne de Lérida, GrS-

Granja S (Palencia), HU-Huesca, LE-Lérida, LU-Lugo, MA-Madrid, MU-Murcia, TO-Toledo (Tembleque y
Manzaneque).
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Figura 2. Red de los 74 haplotipos utilizados de A. chukar, incluyendo las muestras analizadas y las secuencias depositadas en

GenBank. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. Cada segmento de las rectas
corresponde a una mutacién de diferencia entre los haplotipos conectados.
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se han encontrado haplotipos nuevos. Es de sefialar que, en la granja de produccion de carne
(GrL), que no tiene restriccion legal para utilizar perdiz turca, asi como entre los hibridos
experimentales de la ONFCS, se han encontrado los tres haplotipos (Tabla 2). Entre las
secuencias extraidas de la base de datos GenBank, procedentes de Italia y Grecia, se han
encontrado otros haplotipos distintos de los espafioles, pero también del grupo oriental
(Figura 2). Al igual que en Espafia, en Grecia, Italia y Francia se han realizado introducciones
de perdiz turca, que aqui revelan un origen similar. Las muestras procedentes de Libano, por
el contrario, muestran, como cortresponde, un haplotipo perteneciente al grupo occidental.

Discusion

Las poblaciones de perdiz roja han sufrido un declive, especialmente desde los afios
60 (Rocamora y Yeatman-Berthelot, 1999). Las causas principales de este declive son la
pérdida de calidad del habitat y la excesiva presién cinegética, influyendo también factores
como las practicas agricolas y ganaderas, repoblaciones incontroladas y la mala gestion
(Garrido, 2006). Esta situacion ha llevado a implantar planes especificos de recuperacion,
(Nadal, 1992; Vargas y Duarte, 2002).

Varios autores apoyan un modelo de reciente radiacion y especiacién incompleta
para el género Alectoris (Voous, 1960; Watson, 1962a, b; Blondel, 1988) basandose en la
distribucién alopatrica de las especies, la hibridacion natural, la segregacion de ambientes
ecolbgicos en zonas de simpatria y las similitudes morfolégicas dentro del género. Esto
podria explicar la ausencia de barreras que impidan la hibridacién natural dentro de algunas
especies del género; la llamada perdiz griega o perdiz de roca, A. graeca, se encuentra en toda
la peninsula balcanica, incluyendo Grecia continental, en Italia y en el sudeste de Francia,
donde existe una zona de parapatria con A. rufa, hibridando ambas especies de manera
natural (Bernard-Laurent, 1984; Randi y Bernard-Laurent, 1999), aunque parece existir una
cierta seleccién en contra de los hibridos, y la introgresién no se extiende mas alld de un
cinturén en la zona limitrofe de las distribuciones (Randi y Bernard-Laurent, 1999). En la
Peninsula Ibérica el caso es diferente, ya que la Gnica especie autoctona representante del
genero Alectoris es A. rufa, pot ello, no es posible la hibridacién natural, aunque A. chukar si
que puede hibridar con A. rmfa cuando se crian en cautividad (Baratti ¢f a/, 2005). Por lo
tanto, la unica posible fuente de contaminacion genética es la introducciéon en la naturaleza
de especies al6ctonas o hibridos para su explotacién cinegética o comercial.

El problema de la introgresion interespecifica surge porque cada especie se
encuentra adaptada a su entorno debido a la selecciéon natural. Por consiguiente, la
hibridacién produce individuos inadaptados, proceso conocido como “depresion hibrida”
(Edmands, 2007). Estos hibridos no son capaces de desplazar a las especies puras porque
éstas ultimas estan mejor adaptadas a las condiciones del territorio. Las areas geograficas que
ocupan la perdiz roja y la perdiz turca estan muy alejadas, por lo que se espera que los
hibridos tengan claras desventajas de adaptacion (Randi y Lucchini, 1998; Martinez-Fresno ez
al., 2007), a pesar de mostrar ciertas ventajas productivas para la cria en cautividad. Sin
embargo, aunque los hibridos sean inadaptados en las condiciones naturales, si el nimero de
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ellos que se sueltan desde las granjas de cria es muy grande en comparacién con la poblacién
autoctona, podrian acabar eliminando completamente a la perdiz roja pura.

Los anadlisis mediante redes filogenéticas han demostrado una clara diferenciacion
entre los individuos de A. chukar segin su procedencia, obteniéndose dos grupos, uno
perteneciente a la parte mas oriental de su distribuciéon (China, Mongolia, Kirguizistan, etc.) y
el otro a la parte mas occidental (Georgia, Libano, Israel, Islas griegas, etc.). En un primer
trabajo realizado por Martinez-Fresno e7 a/. (2007) se observd en dos granjas y en una
poblacion toledana, la presencia de secuencias mitocondriales de perdiz turca, encontrandose
tres haplotipos relacionados con los del area oriental de la distribuciéon geografica de la
especie. Las muestras analizadas en este trabajo, corresponden todas ellas a estas mismas
secuencias. Los tres haplotipos son muy similares entre si, difiriendo unicamente en dos
transiciones C-T, lo que indica que la contaminacién probablemente proviene de un area
restringida de la distribucién de la especie, o incluso de un unico proveedor, aunque no se
puede concretar la subespecie a la que pertenecen los individuos introducidos. El origen
oriental de los haplotipos encontrados incide ain mas en la lejanfa de los origenes entre los
animales autéctonos y los introducidos, y puede tener impacto en una mayor falta de
adaptacion a las condiciones locales.

El hecho de que los haplotipos de A. chukar encontrados en Grecia e Italia y de los
hibridos experimentales franceses sean asimismo caracteristicos de la region oriental indica
que la contaminacién no es un suceso aislado ni afecta sélo a la perdiz roja, sino también a
zonas donde la especie autdctona es diferente, como A. graeca. Probablemente, las razones
para su introduccién son las mismas que en Espafia: la facilidad para la ctia en cautividad y la
mayor tasa de reproduccién de la perdiz turca. Posteriormente, este éxito reproductivo de la
perdiz turca ha provocado la expansién de la contaminacién por diversos puntos de la
geografia espafiola, francesa y también italiana.

Es de sefalar que la frecuencia con que se encuentran los haplotipos de .A. chukar
puede ser muy diferente dependiendo del origen de las muestras. Aunque en este trabajo no
se pretende estimar la frecuencia de contaminacién, sino sélo averiguar el origen de la
misma, se puede apuntar que en los cotos, la contaminacién sélo se encuentra
ocasionalmente, mientras que en algunas de las granjas casi la mitad de los individuos pueden
llevar secuencias mitocondriales de A. chukar.

Es posible que las granjas productoras de carne, que tienen autorizacion legal para la
cria de diferentes especies de Alectoris, fueran las primeras en llevar a cabo la produccion de
hibridos entre A. rufa y A. chukar, por las diferencias entre especies en cuanto a la
competitividad y la tasa de reproduccién, y de ahi surgiera la exportacion de esa practica a la
cria de perdices con fines cinegéticos.

En este trabajo se demuestra la utilidad de los marcadores moleculares para trazar las
huellas no sélo de la historia evolutiva sino también de la intervencién humana en las
especies animales, poniendo de manifiesto también su importancia para los programas de
conservacion las mismas.
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al Dr. Amadeu Francesch, del IRTA (Mas de Bover, Tarragona), su amabilidad en
proporcionarnos las muestras de la granja de produccion de carne.
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