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RESUMEN

La disminucion del niimero de perdices rojas silvestres en el
campo ha hecho necesario que se recurra a su crianza en cauti-
vidad para su posterior suelta o repoblacién. Para aumentar la
productividad de esta especie en algunas granjas se ha recurri-
do a las hibridaciones con otras especies mas productivas como
son la perdiz chukar o la perdiz griega. Ante la posibilidad de
danar el patrimonio genético de la perdiz roja pura con sueltas
o repoblaciones con animales hibridos se ha buscado desarro-
Ilar una metodologia genética de deteccion de este tipo de indi-
viduos. Para ello se ha utilizado la metodologia RAPD y se han
hecho pruebas con diferentes cebadores hasta obtener unos
patrones repetibles y diferentes entre perdiz roja y otras espe-
cies. Las bandas diagnésticas de otras especies han servido
para detectar a los animales hibridos tanto en perdices silves-
tres como en perdices de granja. Esta metodologia ha demostra-
do su utilidad para la identificacion de individuos no puros y
asi poder eliminarlos de las granjas.
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SUMMARY

The number of wild red-legged partridges in fields has de-
creased so it has been necessary to breed them in captivity
for restocking. Some farms has hybridized red-legged par-
tridges with other species such as chukar partridge or rock
partridge to increase their productivity. A genetic metho-
dology to detect hybrid individuals has been developed to
avoid damage in the genetic heritage of pure red-legged par-
tridges due to restocking with such individuals. RAPD me-
thodology has been used after some trials with different
primers until repetible different patterns for red partridges
and other species are obtained. Diagnostic bands for other
species have been used to detect hybrid animals among wild
partridges as well as among captive reared partridges. This
methodology has shown to be very useful to identify not
pure individuals and thus farmers will be able to eliminate
them.
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INTRODUCCION

La perdiz roja (Alectoris rufa) es un ave
que pertenece al orden de las gallindceas
y a la familia de las fasidnidas que habita
principalmente en la Peninsula Ibérica,
Sur de Francia y algunos puntos del Nor-
te de Italia y Sur de Inglaterra.

Es una especie muy apreciada tanto para
la caza menor como para el consumo de
su carne. Diferentes causas como la des-
truccion de su hébitat natural o una ex-
cesiva presion cinegética han sido res-
ponsables del descenso del nimero de
ejemplares de esta especie en el campo.
Para poder recuperar las poblaciones na-
turales se ha tenido que recurrir a su crian-
za en cautividad para su posterior suel-
ta, en el caso de cotos de caza, o repo-
blacion. La crianza de perdiz roja en gran-
jas es bastante costosa al tratarse de una
especie que no se adapta facilmente a las
jaulas y cuyos indices productivos no
son muy buenos. Hay otras especies de

perdiz como perdiz chukar (A. chukar)
o perdiz griega (A. graeca) cuya produc-
tividad en granja es mayor y suelen criarse
para carne de consumo. Algunos produc-
tores de perdiz roja han realizado cruza-
mientos de esta especie con perdices
chukar o perdices griegas para aumentar
la productividad de sus granjas. También
hay productores que al comprar repro-
ductores de otras localizaciones para
evitar la consanguinidad en sus granjas,
pueden adquirir inconscientemente ani-
males no puros. Los hibridos resultan-
tes pueden ser practicamente indiferen-
ciables de perdices rojas puras y al ser
no sélo viables sino ademas capaces de
reproducirse normalmente, una vez sol-
tados en el campo pueden contaminar el
patrimonio genético de la perdiz roja sil-
vestre.

La legislacion espafiola vigente (ley 4/
1989, de 27 de marzo) defiende la con-
servacion de la fauna silvestre pero no
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hay unas pruebas genéticas oficiales que
demuestren que los ejemplares que van
destinados a suelta o repoblacién son
perdices rojas puras.

Como la perdiz roja es una especie que
hasta el momento ha sido poco estudia-
da genéticamente (2, 7, 9), se ha analiza-
do su DNA con la metodologia RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA)
que no requiere conocimiento previo de
secuenciacion de la especie ya que se
amplifican fragmentos al azar mediante
PCR. Esta metodologia fue descrita por
Williams et al. en 1990 (10) y es un pro-
cedimiento rapido para identificar poli-
morfismos de DNA usando cebadores de
pocos pares de bases (generalmente 10
pb.). RAPDs han sido utilizados pre-
viamente tanto para caracterizacion ge-
nética (5, 6) como para estudios de va-
riabilidad genética (4) en aves.

Se sefiala como inconveniente de RAP-
Ds que sus resultados son poco repro-
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ducibles pero si se realiza una optimiza-
cién previa pueden llegar a ser marcado-
res fiables y repetibles (1, 3, 8)

Como resultado de la aplicacion de esta
metodologia se obtienen patrones de
miltiples bandas. Se buscan cebadores
que nos den patrones comunes para cada
especie y diferentes entre si en ciertas
bandas que denominamos bandas diag-
nosticas de especie. Para definir los pa-
trones de cada especie con cada uno de
los marcadores se utiliza un programa
informatico de tratamiento de imagenes
(Diversity DatabaseTM). Se detectan los
animales hibridos cuando en los patro-
nes de supuestas perdices rojas aparece
alguna banda diagnéstica de perdiz chukar
o perdiz griega.

MATERIALES YMETODOS

La extraccién del DNA de las perdices se
ha realizado a partir de muestras de san-
gre, tejidos y tarjetas impregnadas con
sangre. Han sido objeto de este estudio
463 ejemplares de perdices procedentes
de la Peninsula Ibérica de las cuales 418
son perdices supuestamente rojas (100
de ellas capturadas en el campo). El res-
to corresponden a 4 animales que se sabe
que son hibridos y 41 perdices de otras
especies (chukar y griega).

Para el estudio se han empleado diferen-
tes combinaciones de cebadores incluyen-
do microsatélites de ave y cebadores pro-
cedentes de kits comerciales (Operon
Technologies, Inc. ).

Con los cebadores probados el protoco-
lo de PCR se optimiz6 para las siguien-
tes condiciones: desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 5 minutos, 35 ciclos de
PCR de desnaturalizacién a 95 °C
(1 minuto), hibridacién con el cebador a
30 °C (1 min), extension a 74 °C (2 min)
y una extension final a 74 °C durante 10
minutos. Las reacciones de PCR se lle-
varon a cabo en un volumen final de 50
pl con tampén 10X (sin Mg), 3.5 mM
de cloruro de magnesio, 500 uM de
dNTP's, 0.5 uM de cada cebador, 2.5 U
de Taq polimerasa y la cantidad de DNA
y de agua bidestilada depende del méto-
do de extraccién y de la concentracién
final de DNA en la muestra.

Para visualizar los resultados de la reac-
cién de PCR se emplearon geles de aga-
rosa tefiidos con bromuro de etidio. Las

imagenes de los geles posteriormente se
analizaron con el programa informatico
de tratamiento de iméagenes Diversity
DatabaseTM Version 2.2.0 .

RESULTADOS

Se realizaron pruebas de optimizacion
con los diferentes cebadores hasta que
se obtuvieron los resultados esperados
con cuatro de ellos. Estos resultados in-
cluyeron unos patrones de bandas que
se repetian en cada una de las especies y
que se diferenciaban al menos en una
banda (banda diagnéstica) del patrén de
perdiz roja. Para la definicion del patrén
general de cada especie y la deteccion de
las bandas diagnésticas se empleo el pro-
grama informatico Diversity Database
analizando los patrones individuales de
cada uno de los ejemplares y comparan-
dolos entre si.

Cuando se obtiene en el patron de una
supuesta perdiz roja alguna de las ban-
das diagnosticas de otra especie es por-
que el individuo es un hibrido (figura 1).

Se encontraron animales hibridos tanto
entre las perdices silvestres como entre
las que se crian en granjas.

DISCUSION

Se ha encontrado que con la metodologia
RAPD y tras una optimizacion de la re-
accioén de PCR se obtienen unos marca-
dores repetibles y eficaces que sirven
para detectar hibridos de perdiz roja con
otras especies.

Estos marcadores ofrecen informacion
complementaria, ya que algunos indivi-

duos hibridos que no son identificados
como tales con alguno de los marcado-
res, puede ser detectado con los otros.

De la misma forma que con el uso de
diferentes cebadores obtenemos comple-
mentariedad en la informacién genética
de perdiz roja, el desarrollo de otras me-
todologias también puede ser de interés
para ampliarla y en su caso que sirva
también para deteccion de hibridos. Con
esta finalidad se estan desarrollando otras
técnicas de estudio como SSCPs o SNPs.

CONCLUSIONES

Con los marcadores RAPD probados
como eficaces se pretenden examinar las
perdices de los productores interesados
en ofrecer individuos de pureza compro-
bada. Identificando los hibridos se pue-
den eliminar de las granjas y asi evitar su
posterior reproduccion en el campo.

Se han detectado perdices rojas puras
tanto en el campo como en las granjas
por lo que aun estamos a tiempo de evi-
tar que se empeore la situacion de la per-
diz roja en Espafia evitando la suelta en
el campo de perdices rojas no puras.
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Figura 1. Patrén RAPD con uno de los cebadores seleccionados en el que aparecen

seiialadas con flechas las bandas diagnésticas. R= perdiz roja, O=

perdiz

de otra especie, H= perdiz detectada como hibrida, M= marcador de peso

molecular.
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