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INTRODUCCION

La perdiz roja (Alectoris rufa) es una especie muy apreciada por los cazadores y
forma parte de numerosos ecosistemas naturales en nuestro pais, auque se distribuye
también por Portugal y algunos puntos del Sur de Francia e Inglaterra y el Norte de Italia. El
deterioro progresivo de su habitat asi como la presion ejercida por sus predadores naturales
y por el hombre, entre otros factores, han sido los responsables de que, desde hace ya
varios afios, la perdiz roja se encuentre en una situacion de descenso de sus poblaciones
silvestres. Para solucionar este problema se comenzaron a criar perdices en cautividad, lo
que ocasiond un grave problema para esta especie cuando algunos criadores decidieron
cruzar los ejemplares de perdiz roja de sus granjas con los de otra especie, perdiz chukar
(A. chukar) principalmente, que tienen unos mayores indices productivos y se adaptan
mejor a este sistema de crianza. Los hibridos resultantes, tras varias generaciones de
retrocruzamientos con perdiz roja, poseen un aspecto externo indiferenciable del de una
perdiz roja pura, aunque una vez soltado en el campo puede contaminar las poblaciones
naturales con genes no propios de la especie en pureza y al cazador no le resulta tan
desafiante su caza.

Para la deteccion del estado de hibridacion de perdices aparentemente rojas se ha
hecho necesario el desarrollo de pruebas genéticas, mediante el analisis directo del DNA
de cada ejemplar. Dada la escasa informacion genética de la especie de que se disponia
(Randi, 1996, Randi y Lucchini, 1998) se han realizado diferentes estudios con diversas
metodologias (Arruga et al. 1996, 1998, Garcia y Arruga 2003, 2005a, Saz et al. 1998)
hasta desarrollar un método eficaz y fiable para la identificacion de individuos hibridos de
perdiz roja con perdiz chukar. Este método patentado incluye distintas metodologias
genéticas de analisis como RAPD (Williams et al. 1990) y la caracterizacion de SNPs, como
se ha realizado en otras especies aviares (Primmer et al. 2002. Shi ef al. 2001, Smith ef al.
2000). Dada la alta similitud de los genomas del pollo y la perdiz (Garcia y Arruga 2002,
Kasai et al. 2003), algunos marcadores son derivados de la informacion de partida de
genes de pollo.

La Comunidad Autonoma de Aragon, desde el Gobierno de Aragon, es la pionera en
la realizacion de un estudio del estado de hibridacién de las granjas de perdiz roja
aragonesas, asi como en perdices cazadas en el territorio de su competencia. Esta
Comunidad Autonoma es una gran productora de perdices, que se venden para cotos y
repoblaciones en todo el territorio nacional. Aunque la legislacion (Ley 4/89, de 27 de
Marzo, de Conservacion de los espacios naturales y de la flora y fauna silvestre) obliga a
realizar las sueltas o repoblaciones con ejemplares puros de las especies, hasta que no se
iniciaron los estudios en este Laboratorio no se disponia de una metodologia capaz de
detectar la hibridacion, en este caso de perdiz roja con perdiz chukar. Con el método
desarrollado, al analizar los ejemplares reproductores de las granjas se pueden eliminar de
la produccion los que resulten hibridos, asegurando que sus descendientes no lo sean. Del
mismo modo el analisis de ejemplares silvestres nos da una idea del estado en el que se
encuentra la especie en su medio natural, alertando de su deterioro si se detecta
hibridacion.

MATERIAL Y METODOS
En este trabajo se han analizado 1698 perdices procedentes de 5 granjas y 30
perdices del medio natural. En los casos de las perdices criadas en cautividad se han
tomado muestras de sangre en tarjetas FTA® (Gutierrez-Corchero, 2002) y en el caso de las
perdices silvestres se han tomado plumas. A partir de las tarjetas y plumas se ha extraido el
DNA usando procedimientos estandar.
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Para el estudio de todas ellas se han empleado diferentes metodologias genéticas
siendo la base la técnica de PCR. En cada caso se han empleado diferentes condiciones
de PCR, para los marcadores RAPDs la temperatura de hibridacion es baja (Garcia y
Arruga 2005b, 2006a) y para la caracterizacion de SNPs la temperatura es diferente para
cada gen en cuestion (Garcia y Arruga 2006b).

Los productos de PCR de RAPD se visualizan en geles de agarosa al 1% de
concentracion y tefiidos con bromuro de etidio, detectando las bandas diagnésticas que nos
indican la hibridacion.

Para la caracterizacion de SNPs se emplea la digestion con enzimas de restriccion
especificas para cada gen (RFLP) (Kiko et al. 1979, Reilly y Thomas 1980) y en caso de no
haber enzimas de restriccion que sean capaces de diferenciar perdiz roja de perdiz chukar o
hibridos de ambas especies, se emplea la metodologia RT-PCR o PCR a tiempo real
mediante un termociclador a tiempo real usando sondas Tagman® marcadas con
fluorocromos diferentes para los alelos de las distintas especies (Johnson et al. 2004, Llambi
et al. 2006).

Igualmente y en una de las granjas analizadas, 45 individuos, tomados al azar, se
han analizado para 7 marcadores microsatélites, todos ellos de localizacion autosémica y
de herencia codominante (MCW135, MCW295, MCW225, MCW276, MCW280, LEI31,
ADLO0142).

El programa GENETIX se ha utilizado para la estimacion de diversos parametros de
genética de poblaciones: heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg) y
F\s con su intervalo de confianza al 95% de seguridad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de hibridacion obtenidos se indican en la tabla 1.

Procedencia Porcentaje de hibridacion
Granja 1 45,99 %
Granja 2 65,67 %
Granja 3 43,62 %
Granja 4 22,12 %
Granja 5 32,71 %*
Coto 1 23,33 %

Tabla 1. Porcentajes de hibridacién resultantes de los analisis de deteccion de hibridos de
perdiz roja con perdiz chukar.

Como se observa en la Tabla 1, se ha detectado hibridacién en las cinco granjas de
perdices analizadas. En cada una se ha obtenido un porcentaje diferente que oscila entre
22,12% y 65,67%, siendo éste un rango muy amplio. Por lo tanto no se puede extrapolar la
informacioén encontrada en una granja al resto. Para conseguir obtener las granjas libres de
hibridacién es necesario analizar todos los animales reproductores de la granja y eliminar
los individuos hibridos para obtener todos los descendientes libres de hibridacién. También
es necesario analizar la reposicion en los siguientes afios para evitar la introduccién de
ejemplares hibridos de nuevo en los ciclos productivos.

En cuanto a las perdices silvestres analizadas igualmente se ha encontrado
hibridacién. Este resultado obtenido recalca la importancia que tienen los estudios en esta
especie para evitar la contaminacion del patrimonio genético de la perdiz roja pura.
Controlando la ausencia de hibridacién en las granjas cinegéticas y realizando chequeos en
los lotes de sueltas y repoblaciones se puede contribuir a disminuir el impacto de la
hibridacién en los espacios naturales, ademas de cumplir la legislacion vigente.

La tabla 2 muestra la variabilidad genética de la explotaciéon analizada para cada
marcador y globalmente, considerando todos los marcadores conjuntamente. La poblacién
muestra una buena variabilidad genética, con un valor de H cercano al 50%. No se detecta
la existencia de consanguinidad significativa en la poblacién, dado que el valor de Fs
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estimado conjuntamente a partr de todos los marcadores analizados no es
significativamente distinto de 0.

Locus k N Ho He Fis (95%IC) PIC
MCW135 4 36 0,722 0,676 0,070 ™ (-0,300 - 0,130) 0,602
MCW295 6 45 0,511 0,494 -0,034 M (-0,162 - 0,082) 0,468
MCW225 4 44 0,182 0,172 -0,055 M (-0,112 - -0,015) 0,165
MCW276 3 45 0,311 0,278 -0,121 N (-0,196 - 0,062) 0,257
MCW280 5 39 0,590 0,539 -0,096 M (-0,281 - 0,083) 0,484

LEI31 3 45 0,489 0,514 0,049 M (-0,252 - 0,331) 0,390
ADLO142 6 44 0,705 0,697 -0,011 N (-0,184 - 0,139) 0,641
GLOBAL - 45 0,501 0,481 -0,042 M (-0,125 - 0,017) -

Tabla 2. Variabilidad genética de la explotacién analizada. k: numero de alelos detectados;
N: efectivo analizado; H(): frecuencia observada de heterocigotos; Hg): frecuencia
esperada de heterocigotos; Fis (95% IC): estimacion de la consanguinidad, con su intervalo
de confianza al 95% de seguridad; NS: no significativo (p>0,05); PIC: contenido informativo
del polimorfismo.

La Comunidad Auténoma de Aragdén ha sido la primera en realizar este tipo de
estudios, analizando tanto las granjas que crian en cautividad perdiz roja como ejemplares
cazados en el campo, convirtiéndose de esta manera en modelo a seguir por el resto de
Comunidades Auténomas dada la importancia de la especie.
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