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PREFACIO

Tal y como se ha comentado en anteriores informes, todo se inicia en el anterior siglo, con
la observacion de unos bandos de perdices rojas, en las zonas altas del Parque Natural de
Pefalara. Su apariencia y rasgos diferentes a otras perdices observadas en las zonas mas
bajas del Parque Natural llamd nuestra atencion y nos hizo presumir que estabamos ante
unas poblaciones con un valor excepcional, a la que debiamos dedicar tiempo en
seguimiento y observacion hasta tener la posibilidad de llevar a cabo una caracterizacion
genética que nos diera datos de su pureza.

La declaracidn del Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama propicid, en el aio 2.017, el
inicio de un esfuerzo investigadora lo largo del tiempo. Como desarrollo del mismo se llevé
a cabo una caracterizacion genética de las poblaciones de perdiz roja observadas, no solo
en las cumbres del parque nacional, sino también en su Zona Periférica de Proteccion. El
resultado de esta caracterizacion ya avanzd al presumido valor excepcional de estas
poblaciones a la que atribuia una pureza genética no observado en la mayor parte de las
poblaciones ibéricas.

Con estos datos y preocupados por las numerosas repoblaciones con perdices de granja que
amenazan seriamente la pureza genética de esta especie, estimamos la necesidad de
abordar el estudio del genoma completo de la perdiz roja pura de las cumbres del Parque
Nacional de la Sierra de Guadarrama.

En la memoria del afio 2.024 que ahora se presenta destaca la importancia de esta
secuenciacion del genoma de una perdiz roja pura de las cumbres del parque nacional, que
es la primera vez que se lleva a cabo sobre una perdiz pura.

De todo ello da cuenta este informe elaborado por el equipo de trabajo de fauna de este
Centro, que cuenta ademds con la direccidn cientifica del investigador del IREC Jose Antonio
Davila, de quien copamos literalmente el comentario referido a estos trabajos en zonas de
montafia:  Estos trabajos gendomicos transforman nuestra comprension del valor
conservacionista de estas poblaciones , ya no se trata de ejemplares libres de hibridacion,
sino de linajes con adaptaciones potencialmente unicas desarrolladas durante milenios de
aislamiento en ambientes montanos.

JUAN VIELVA JUEZ
RESPONSABLE DEL CENTRO DE INVESTIGACION SEGUIMIENTO Y EVALUACION
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INFORME

1. ANTECEDENTES

La conservacion de la biodiversidad en un espacio protegido como el Parque
Nacional de la Sierra de Guadarrama, se enfrenta a desafios complejos, donde los
aspectos genéticos adquieren cada vez mas relevancia. El parque nacional ha recurrido
a menudo a este tipo de metodologias, en aspectos tan variopintos como las labores
de restauracion de la vegetacion en el monte publico Los Cotos, la epidemia de
quitridiomicosis en las poblaciones de anfibios del parque, la caracterizacién de las

poblaciones de corzo o la historia evolutiva de las poblaciones de liebre de montafia.

En este contexto, el estudio de la perdiz roja (Alectoris rufa) en la Sierra de
Guadarrama representa un caso paradigmatico que combina dos lineas de
investigacidn criticas para su preservacion: por un lado, el andlisis del riesgo de
introgresion genética derivado de repoblaciones en los cotos de caza con ejemplares
hibridos, y por otro, la caracterizaciéon gendmica de las poblaciones puras de alta
montaiia. Este enfoque dual permite, no solo evaluar las amenazas actuales, sino
también establecer bases cientificas sélidas para la conservacion de la perdiz roja a

largo plazo.

Se puede afirmar que la hibridacidn genética es un fenédmeno habitual bastante
generalizado, que en condiciones naturales juega un papel crucial en fendmenos de
especiacion y evolucién de las especies animales (Grant et al., 2004), que puede tener
efectos positivos y negativos, segln el estado y las diferentes circunstancias de las
poblaciones. El efecto negativo normalmente se debe a la alteracién del acervo
genético adquirido por la evolucién a un ambiente determinado (Allendorf et al.,
2001). La hibridacidén interespecifica, cuando es mediada por actividades humanas

como es el caso, constituye uno de los factores mas insidiosos de erosidon genética en
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especies silvestres. En el caso de la perdiz roja, endémica del Mediterraneo occidental,
este fendmeno ha alcanzado proporciones alarmantes debido a las practicas
cinegéticas extendidas en la Peninsula Ibérica (Blanco-Aguiar et al., 2008). Durante
décadas, la demanda creciente de ejemplares para repoblacion ha llevado a la cria
masiva en granjas, donde por motivos econdmicos y logisticos se han producido
hibridaciones con la perdiz turca (Alectoris chukar), especie asidtica filogenéticamente
proxima (del Hoyo et al., 1994) pero ecolégicamente muy distante (McCarthy, 2006)
(Fig. 1). Las consecuencias de esta introgresion artificial son multiples y profundas:
desde la dilucién de adaptaciones locales desarrolladas a lo largo de milenios, hasta la
introduccion de patdgenos contra los que las poblaciones autdctonas carecen de

defensas.

graeca

chukar

barbara rufa

@ melanocephala

Alectoris

Figura 1. Distribucidn natural de la perdiz roja (sombreado en verde) y de la perdiz turca (sombreado en marrén, y
zonas donde la perdiz roja se ha introducido artificialmente (sombreado en rosa) (del Hoyo et al., 1994). También
podemos apreciar un grafico con la distancia genética entre la perdiz roja (A. rufa) y la perdiz turca (A. Chukar)
(Duarte, 1998).

La gravedad de esta situacion se hace evidente al considerar que practicamente

la totalidad de las perdices criadas en cautividad y liberadas al medio natural (se estima
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gue entre 6 y 8 millones anuales) presentan algun grado de hibridacién (Birdlife
International, 2004). Este flujo genético artificial, amenaza con homogenizar el acervo
génico de las poblaciones silvestres, poniendo en peligro la identidad bioldgica de la
especie en todo su ambito de distribucién (Blanco-Aguiar et al., 2008; Barbanera et al.,

2009).

Figura 2. Toma de muestras en un ejemplar de perdiz turca para su analisis genético y sanitario. Fuente: IREC.

Ademas, las consecuencias ecoldgicas se extienden mas alla del ambito genético,
ya que estas sueltas masivas alteran la estructura poblacional natural y pueden
introducir enfermedades para las que las perdices autéctonas no han desarrollado
resistencia. Los tratamientos sanitarios utilizados en granja para disminuir la carga
parasitaria de las aves antes de su liberacion, se muestran ineficaces (Villanua et al.,
2008), lo que agrava el problema potencial de transmisién de parasitos entre aves de

granja y aves silvestres (Fig. 2).

Frente a este panorama, las poblaciones de perdiz roja que habitan las zonas

altas de la Sierra de Guadarrama, representan un caso excepcional y de extraordinario
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valor conservacionista. Su relativo aislamiento geografico, unido a la proteccion legal
tanto desde el Parque Natural de la Cumbre, Circo y Lagunas de Peiialara, desde el afio
1990, como con el parque nacional desde el 2013, unido a la prohibicion de
repoblaciones en su ambito, las convierte en uno de los ultimos reservorios genéticos
de la especie en estado puro. Estas condiciones particulares ofrecen una oportunidad
Unica para estudiar la genética de la perdiz roja sin la interferencia de introgresion
reciente, proporcionando una linea base fundamental para evaluar el impacto de la

hibridacién en otras poblaciones.

Es en este contexto donde adquiere especial relevancia la secuenciacién del
genoma completo de un ejemplar de estas poblaciones de alta montafia. Este avance
tecnoldgico representa un salto cualitativo en la investigacidon de la especie, ya que
proporciona una herramienta de referencia sin precedentes para estudios de genética
de la conservacion. El genoma de referencia no solo permite caracterizar con precisién
el perfil genético de las poblaciones puras, sino que también establece un patrdn
objetivo contra el que medir el grado de introgresion en otras poblaciones
(Chattopadhyay et al 2021, Gonzdlez-Prendes et al 2024). Ademds, ofrece la
posibilidad de identificar regiones gendmicas potencialmente asociadas a
adaptaciones locales, lo que podria explicar la especializacidon ecolégica de estas

poblaciones a los ambientes de montaiia.

La combinacidn de estos dos enfoques, evaluacion del riesgo de hibridacion y
caracterizacién gendmica de poblaciones puras, constituye una estrategia integral
para abordar el problema conservacionista de la perdiz roja. Por un lado, el monitoreo
de la introgresién genética (Fig. 3) permite cuantificar la magnitud real de la amenaza
y su distribucién espacial, informacién esencial para disefiar medidas de gestién
efectivas. Por otro, el genoma de referencia proporciona las herramientas analiticas
necesarias para este monitoreo, ademas de abrir nuevas lineas de investigacidn sobre

la biologia evolutiva de la especie.
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Este estudio se enmarca en un esfuerzo investigador continuado que comenzé
en 2017 con la caracterizaciéon genética de las poblaciones de cumbre del Parque
Nacional y su zona periférica de proteccién (Fig. 4). Los resultados preliminares ya
habian sefialado el valor excepcional de estas poblaciones, mostrando niveles de
pureza genética inusuales en el contexto ibérico. Sin embargo, era necesaria una
aproximacion gendmica mas completa para comprender en profundidad sus

caracteristicas genéticas y su relacién con las poblaciones afectadas por hibridacién.

Figura 3. Los ejemplares capturados vivos y las plumas en dormideros han sido el origen fundamental de las
muestras para analisis genético en zonas de cumbre.

La importancia de esta investigacién trasciende el ambito académico, ya que sus
resultados tienen implicaciones directas para la gestién y conservacién de la especie.
En un escenario donde la presidn cinegética sigue siendo intensa y donde los intereses
econdmicos asociados a las repoblaciones con perdices de granja son considerables,
contar con datos cientificos sdlidos es fundamental para sostener politicas

conservacionistas efectivas. La identificacion de poblaciones genéticamente purasy la
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cuantificacidn precisa del riesgo de hibridaciéon son pasos necesarios para establecer
prioridades de conservacién y regular las actividades que amenazan la integridad

genética de la especie.

Ademas, este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones que exploren
aspectos como la posible especializacion adaptativa de las poblaciones de alta
montafia o los mecanismos genéticos que podrian estar detras de su resistencia a la
hibridacidn. Estas lineas de investigacion no solo enriquecerian nuestro conocimiento
sobre la biologia de la perdiz roja, sino que también podrian proporcionar

herramientas innovadoras para su conservacion.

El presente estudio representa por tanto un esfuerzo integral que combina
aproximaciones gendmicas modernas con estudios ecoldgicos tradicionales, todo ello
aplicado a resolver un problema de gestién de una especie cinegética. Los resultados
obtenidos tienen valor tanto para la comunidad cientifica como para los gestores del
medio natural, proporcionando informacién esencial para preservar uno de los ultimos
bastiones de perdiz roja genéticamente pura en la Peninsula Ibérica. En Ultima
instancia, este trabajo contribuye a demostrar que la conservacidn genética no es un
lujo académico, sino una necesidad practica para mantener la viabilidad a largo plazo

de nuestras especies mas emblematicas.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Desde su fundacién en 1999, el Instituto de Investigacion en Recursos
Cinegéticos (IREC) ha dedicado sus investigaciones a especies de caza, con un interés
destacado en la perdiz roja. Una de las lineas de investigacion se centra en aspectos
genéticos de esta especie, sobre todo aquellos de aplicacidn en gestidn cinegética. Las
investigaciones sobre genética de la perdiz roja han sido prolificas y se han plasmado
en patentesy publicaciones cientificas que suman conocimientos a otras publicaciones

gue han aparecido desde otros Centros de Investigacion, tanto nacionales como
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extranjeros. Sin embargo, este conocimiento adquirido no se ha podido traducir en
buenas practicas de gestion genética de la perdiz roja, debido a la gran brecha que

actualmente separa a la investigacion aplicada y la gestion cinegética en Espaiia.

Con diferencia, el principal problema genético de la perdiz roja es el proceso que
sufre de extincion por hibridacién antropogénica con lineas domésticas de perdiz
turca. Tras estudiar genéticamente poblaciones silvestres y granjas cinegéticas en toda
el area de distribucidn de la especie, desde el IREC podemos justificar este estudio con

las siguientes afirmaciones:

e Todas las perdices de todas las granjas cinegéticas son hibridos.

e Algunas perdices soltadas llegan a sobrevivir y reproducirse en libertad entre
ellas y con las de las poblaciones silvestres.

e La extension geografica de la hibridacidon aumenta progresivamente debido a
gue, por un lado, las perdices se desplazan y se reproducen, y por otro, a que
cada vez se realizan sueltas cinegéticas en mas lugares.

e En la actualidad, son muy pocas las poblaciones conocidas de perdices rojas
libres de hibridacion. El IREC estd estudiando poblaciones en algunas zonas de
Navarra, en el propio Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama y otras zonas

de montafia que podrian ser reservorios de perdiz pura.

Este afio, la secuenciacion del primer genoma completo de una perdiz roja pura
de las cumbres de Guadarrama ha proporcionado una herramienta revolucionaria
para la conservacién de la especie. Este recurso gendmico, estableciendo un patrén
de referencia indiscutible para identificar introgresion con una sensibilidad muy
superior a los marcadores moleculares tradicionales. Ademas, este tipo de analisis
innovadores permite detectar regiones gendmicas criticas que podrian estar asociadas
a adaptaciones locales a ambientes de alta montaifia, con consecuencias de vital

importancia en la gestién de la perdiz roja, proporcionando la base cientifica para
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declarar estas poblaciones como reservorio genético de la especie, al confirmar la

integridad de su acervo génico.

La situacién de la perdiz roja es desesperada y de continuar la suelta de hibridos,
el futuro a medio plazo de la especie es su extincion por hibridacion, siendo sustituidas
por poblaciones en las que todos los individuos son hibridos en mayor o menor grado.
La Unica esperanza para la perdiz roja a corto plazo es la de crear reservas protegidas
de las repoblaciones en zonas de montafa, donde poder preservar poblaciones que
puedan mantener integro su genoma hasta que se eliminen a nivel nacional las

repoblaciones.

Desde 2017 se ha establecido una colaboracidn entre el Centro de Investigacion
del Parque Nacional (CISE) y el IREC para caracterizar el riesgo de introgresién genética
de las poblaciones de perdiz roja del parque nacional. El proyecto propuesto intenta
obtener informacién genética de las poblaciones de perdiz roja de este espacio
protegido evaluando el riesgo de hibridacién a través de la informacién de muestras,
tanto de la sierra como de las zonas de piedemonte, con especial atencion a las de la
zona periférica de proteccion (ZPP), con el objetivo de crear una reserva de perdiz roja
pura en el parque nacional y una zona de amortiguacion de hibridacién en la ZPP. El
genoma de referencia generado en 2024 eleva este objetivo a un nuevo nivel,
permitiendo no solo proteger sino también comprender las bases genéticas de estas

poblaciones Unicas en el ambito de distribucidn de la especie.

3. AREA DE ESTUDIO

El estudio sobre el riesgo de hibridacién de la perdiz roja fue desarrollado en el
ambito del parque nacional y su ZPP en la Comunidad de Madrid, unas 51.668 ha (Fig.
3). La altitud media del territorio que compone el dmbito de estudio es elevada, como
corresponde a su situacion en pleno Sistema Central. La diferencia de relieve entre las

cumbres y el piedemonte también es muy grande, lo que condiciona diferencias en la
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distribucién y densidad de muchas especies. Esta diferencia de relieve es el principal
factor de control de la distribucidén de precipitaciones y temperatura y, en definitiva,
es la causa principal de la diversidad de vegetacion. La mayoria de la superficie de
estudio estaba representada por zonas forestales, concretamente por piornales,
bosques de pinos silvestres, bosques de robledales y prados de fondo de valle, como

principal vegetacion del piso oro y supramediterrdneo Guadarramico.

3.1. Habitats asociados a la distribucion de la perdiz roja

La sierra de Guadarrama pertenece al Sistema Central y biogeograficamente se
enmarca en el Sector Guadarramico de la subprovincia Carpetana. El paisaje vegetal
presente actualmente es fruto de una serie de acontecimientos que han sucedido a lo
largo del tiempo y que han originado importantes cambios en la estructura y
composicion de los bosques, con manifestaciones de caracter geoldgico, climatico y
de origen humano que han conformado las principales unidades de vegetacién en las

gue se ha desarrollado el estudio (Fig. 5).

Figura 4. Localizacién del drea de estudio en Espaiia y detalle de los limites del Parque Nacional de la Sierra de
Guadarrama en azul y del area de estudio en rosa, coincidente con el ambito del parque nacional y la ZPP en la
Comunidad de Madrid.
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Los pinares de montafia son bosques compuestos mayoritariamente, en su
estrato arbodreo, por el pino silvestre (Pinus sylvestris). Estos bosques constituyen la
vegetacion potencial del piso oromediterraneo guadarramico. Se trata de formaciones

naturales y repobladas, situadas entre los 1.200 y 1.900 m sobre el nivel del mar.

Los bosques de roble rebollo o melojo ocupa el piso montano entre 1.700 y 1.400
m, extendiéndose por toda la sierra de Guadarrama. En la mayor parte de todo ese
territorio, al robledal le corresponde el papel de bosque dominante en funcién de las
condiciones mesoclimaticas. En la actualidad, la mayor parte de las formaciones son
de arboles jovenes con gran cantidad de ejemplares procedentes de cepa. Fueron
aprovechados antiguamente para lefias y carboneo mediante talas y entresacas, y con

frecuencia aclaradas o adehesadas para pastos.

Figura 5. Principales unidades de vegetacion sobre las que se ha desarrollado el estudio. (A) Pinares de montafia,
(B) rebollares, (C) prados de fondo de valle y (D) matorrales y prados de altura.
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Aun asi, en muchos enclaves serranos se pueden encontrar individuos maduros
gue conservan en buenas condiciones la estructura de la comunidad, constituyendo

ejemplos de los bosques originales.

Los matorrales y prados de altura son comunidades ampliamente extendidas por
toda lasierra, en las zonas de cumbres y laderas altas, donde constituyen la vegetacién
principal entre los 1.800 y 2.200 m, inmediatamente por encima de los pinares.
Constituye una formacién muy densa y de gran cobertura, aunque el matorral no
alcanza mucha altura, alrededor de un metro, debido al peso de la nieve y a la fuerza

de los vientos, lo que le convierte en un habitat idéneo para la perdiz roja (Fig. 5).

Las especies de matorral dominantes en esta comunidad son el piorno serranoy
el enebro rastrero. En estas zonas de cumbre abundan también los pastizales
psicroxeroéfilos, con comunidades dominadas por herbdceas perennes y de porte

almohadillado, en la que domina la graminea Festuca curvifolia.

Ademas de la variedad de condiciones originadas por el hombre, los robledales
presentan distintas formas, desde las formaciones mas puras hasta los bosques mixtos
con otras frondosas y con el pinar, pasando por zonas adehesadas con fresno en los

fondos del valle.

Figura. 6. Ejemplares de perdiz roja en zonas de cumbre del Parque Nacional y detalle de una captura en este
habitat con trampas de pisada.
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Los prados de fondo de valle y dehesas de fresno (Fraxinus augustifolia), es un
habitat que se extiende por las rampas y grandes valles internos de la sierra, como la
cabecera del Valle del Lozoya. Los prados estan salpicados por otros arboles
caducifolios como el olmo comun (Ulmus minor), el dlamo tembldn (Populus tremula),
el sauce negro y el roble melojo, con estratos arbustivo y herbaceo. En las zonas bajas
se desarrollan prados de siega (Arrhenatherion), en algunas zonas adehesados con
fresno (Fraxinus angustifolia) y con facies humedas (Calthion palustris, Juncion
acutiflori), y algunos prados de diente (Cynosurion). Estos prados presentan ademas

orlas arbustivas con gran diversidad de especies (Fig. 5).

4. MATERIALY METODOS

4.1. Recoleccion de muestras

Para la recoleccion de muestras en el campo se emplearon dos metodologias,
capturas en vivo y recopilacidon de muestras no invasivas. Para las capturas en vivo, se
aprovechod la época de celo a través de reclamos con trampas de pisada y redes (Fig.

6).

Figura. 7. Ejemplares de perdiz roja capturados vivos en el parque nacional de los que se obtuvieron muestras de
plumas para su analisis genético.
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Algunas de las muestras recopiladas fueron obtenidas de perdigones recién
nacidos que fueron capturados a la carrera y liberados inmediatamente tras la
recoleccidon de una muestra de plumdn (Fig. 7). Las muestras no invasivas consistieron
en plumas encontrados principalmente en dormideros, para cuya localizacién fue
necesario un trabajo previo de deteccion de ejemplares. La mayoria de las plumas
fueron recogidas en otofio durante la época de muda. Algunas muestras de musculo
proveniente de perdices cazadas fueron conseguidas gracias a la colaboracidn de las

sociedades de cazadores.
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Figura 8. Aplicacion para el estudio de la perdiz roja disefiada sobre el software libre “Cybertracker” y detalle de
algunos formularios especificos para el estudio.

Para la recopilaciéon de los datos de campo se utilizaron dispositivos mdviles con
el software libre Cybertracker 3.4. (Fig. 8) en el que se instalé la aplicacién de muestreo
con todos los formularios necesarios para la recopilacion de los datos antes descritos.
Toda la informacidn de las muestras recopiladas en campo era sincronizada en tiempo

real con la base de datos del CISE.

4.2. Extraccion del ADN

Las muestras de las que extraer ADN consistieron en plumas y musculo

proveniente de plumas de dormideros, perdices cazadas y capturadas vivas. Las
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plumas se conservaron sin mds en sobres de papel a temperatura ambiente y las
muestras de musculo fueron conservadas en etanol en el CISE hasta su envio al IREC.
Tras la recepcion de las muestras en el laboratorio, fueron congeladas a -822C hasta el
momento de extraer el ADN. EI ADN de las muestras se aislé utilizando el Blood and
Tissue kit (Qiagen, Hilden, Alemania) conforme a las instrucciones del fabricante tras
su llegada a las instalaciones del Instituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos
(IREC). Posteriormente, se procedid a la medicién de la concentracién y de la pureza
de los acidos nucleidos extraidos a través de un NanoDrop Microvolume

Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, USA).

4.3. Secuenciacion del genoma completo

Sobre la base de la lectura espectrofotométrica, se eligié6 una muestra para
resecuenciar su genoma mapeandolo a la referencia GCA_947331505.1 (Gonzdlez-
Prendes et al 2024) conjuntamente a una serie de otros genomas del género Alectoris
en el marco de una colaboracidn con una serie de universidades extranjeras (que
incluyen, entre otras, la Universidad Ashoka de Nueva Delhi, la Universidad Nacional
de Singapur, la Universidad de Alcald y la Universidad de Pisa) para reconstruir la
filogenomica y la radiacidn adaptativa de este taxdn. La preparacién de la libreria
gendmica de esta muestra se hizo (al igual que las otras) con el NEBNext Ultra || DNA
Library Prep Kit (New England Biolabs) NEBNext Multiplex Oligos for lllumina (New
England Biolabs, Ipswich, USA) como en Gwee et al (2021). Una vez obtenido este
primero genoma de perdiz roja de Guadarrama, se usé como referencia para las
lecturas obtenidas mediante el protocolo rapture (Ali OA et al 2016). El procesado

bioinformatico utilizado fue lo indicado en Forcina et al (2021).

4.4. Marcadores moleculares y analisis filogenético para detectar introgresion
Para detectar hibridacién se ha buscado introgresién de perdiz turca mediante el

genotipado de 32 marcadores diagndsticos que presentan polimorfismos fijados de
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forma diferente en ambas especies. 25 marcadores estan publicados (Ferrero, 2016),

aunque los cinco de tipo microsatélite no son usados por otros laboratorios (Fig. 9).
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Figura 9. Detalle de la secuenciacién de los marcadores diagndsticos de introgresidon de A. chukar en A. rufa y
grafico de la estructura del ADN mitocondrial donde se observa la region citocromo b utilizada también como

marcador de hibridacidn.

Siete marcadores no han sido publicados todavia. Adicionalmente, hemos
resecuenciado el genoma completo de un individuo elegido al azar y lo hemos
comparado con el genoma de las siete especies del género Alectoris. Los marcadores
diagnésticos fueron polimorfismos de un solo nucledtido, revelados mediante
SNaPshot, y microsatélites e inserciones con rangos de tamafios diferentes en ambas
especies. Todos los polimorfismos se resolvieron por electroforesis capilar en un

secuenciador automatico ABI Prism 3130x| (Applied Biosystems-Hitachi).

4.5. Mapa de densidades Kernel
Se realizd un mapa de densidad Kernel para diferenciar las areas con mayor

concentracion de muestras hibridas. La densidad del Kernel se calcula cuantificando
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las relaciones de puntos dentro de un radio de influencia mediante el andlisis de
patrones de un conjunto de datos especifico. El lugar de los sucesos se registra
mediante un sistema de coordenadas que permite realizar un conteo de todos los
puntos dentro de una region de influencia ponderados por la distancia de cada uno al

lugar de interés.

La densidad del Kernel se basa en dos parametros definitorios: el radio de
influencia (R) y la funcién de estimacién (k). El radio de influencia se define como el
area centrada en el punto de estimacidn u que indica cuantos eventos contribuyen a
la estimacién de la funcién de intensidad A. La funcidn de estimacion (k) se encarga de

las propiedades para suavizar la densidad calculada por la técnica de Kernel y se calcula

n .
mediante la férmula: A(P) z %k (P;Pl) donde k es una funcidn Kernel bivariada
i=1

y simétrica llamada funcién de estimacidn o suavizado y el parametro R >0 se conoce
como ancho de la banda (o radio de influencia) y determina el grado de suavizado.
Este es el radio de un disco centrado en P (P representa cualquier ubicacion en R),
donde Pi contribuira significativamente (Camara y Carvalho, 2004; Kawamoto 2012,

Rizzati et al., 2020).

5. RESULTADOS

5.1. Secuenciacion del genoma completo

El tamano del genoma ensamblado es de 1,19 GB, es altamente contiguo vy
contiene el 97,06 % de los genes centrales aviares completos. En general, la calidad de
este ensamblaje gendmico es equivalente a la disponible para otros parientes

cercanos, como la codorniz japonesa o la gallina.

La heterocigosidad genémica general de 0,0022 y no se observaron grandes islas
de homocigosidad. En total, se identificaron 21.589 genes codificantes de proteinas
gue se asignaron a 16.772 ortélogos. De éstos, 201 resultaron ser exclusivos de

Alectoris. Este genoma sera util para estudios filogenéticos, incluyendo la
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determinacién de posibles subespecies de A. rufa y la posible singularidad de las
perdices de las zonas altas de Guadarrama o su adaptacién a altura, asi como

implicaciones para la gestion y conservacion de esta especie en general.

5.2. Evaluacidn de la introgresion genética con Alectoris chukar
Durante el desarrollo del estudio se analizaron 181 muestras de perdiz roja (tabla
1), 100 muestras del parque nacional y 81 de la ZPP (Fig. 10). Del total de las muestras
analizadas se encontraron marcadores compatibles con hibridacién con A. chukar en

8 ejemplares, por lo que el porcentaje de hibridacion encontrado fue del 4,4%.

Tabla 1. Frecuencia de aparicion de ejemplares con marcadores de hibridacion en las muestras de perdiz roja del
PN y ZPP analizadas durante el estudio.

Municipios Hibridas | Hibridas Puras Puras N°de m.uc.as.tras/
PNG ZPP PNG ZPP municipio
Alameda del Valle 1 2 3
Becerril de la Sierra 23 23
Cercedilla 2 3 7 12
El Boalo 1 1 2
La Losa 6 6
Lozoya 2 1 25 28
Manzanares el Real 1 29 10 40
Miraflores de la Sierra 2 2
Navacerrada 2 16 18
Otero de Herreros 3 3
Palazuelos de Eresma 2
Pinilla del Valle 1 1
Rascafria 35 4 39
Sotosalbos 1
Torrecaballeros 1 1
Total general 1 7 99 74 181

En el Parque Nacional, tan solo 1 ejemplar mostré marcadores compatibles con

perdiz chukar, por lo que el porcentaje de hibridacién se situd en el 1%, con una Unica
muestra hibrida recogida en la zona de El Jaraldn, a escasos metros del limite de la
ZPP. Por su parte, la ZPP mostré un 8,6% de frecuencia de hibridacién, con 7 muestras
en las que se detectaron marcadores compatibles con hibridacion. Estas muestras

pertenecian a los cotos privados de caza de Monte Pinar (M-10852) en el municipio de
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Cercedilla, La Barranca (M-10885) en Navacerrada, Alameda Il (M-10971) en Alameda
del Valle y Lozoya del Valle (M-10816) en Lozoya.
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Figura 10. Ubicacion de las 181 muestras recogidas en el ambito de estudio. Los puntos azules seiialan las muestras
puras y los rojos las muestras con marcadores compatibles con hibridacidn con A. chukar.

6. DISCUSION

Durante siglos, las montafias mediterraneas como la sierra de Guadarrama han
servido de refugio a numerosas especies de vertebrados frente al acoso del hombre
gue las ha eliminado de enclaves mas llanos y accesibles. Actualmente, las poblaciones
de perdiz roja son un fiel reflejo de esta situacidn, manteniendo en Guadarrama

poblaciones acantonadas en las zonas de cumbre, ajenas a las principales amenazas
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gue estan poniendo en peligro a la especie en nuestro pais. El parque nacional de
momento se ha centrado en atajar el problema de la hibridacidn genética, ya que las
otras amenazas derivadas principalmente de los usos agricolas y cinegéticos,

afortunadamente quedan lejos de los limites de este espacio protegido.

Las repoblaciones con perdiz de granja en toda Espafia, han provocado una
situacidn limite en las poblaciones salvajes de perdiz roja, victimas de la introgresion
genética con altos niveles de hibridacion de perdiz turca, cuyas sueltas se producen a
millones durante la temporada cinegética, con una evolucién geografica que aumenta
progresivamente cada afio y con unos intereses econémicos enormes que hacen que
las evidencias cientificas se diluyan en el entramado burocratico de la gestidn

cinegética.

Los resultados mostrados en este estudio, en los que se ha combinado el analisis
del peligro de hibridacién a largo plazo con el reciente andlisis genémico completo,
dibujan un panorama complejo, aunque esperanzador, sobre la conservacion de la
perdiz roja en la Sierra de Guadarrama. La secuenciacién del genoma completo de un
ejemplar puro de las zonas altas del Parque Nacional ha revelado datos de
extraordinario valor para comprender la singularidad genética de estas poblaciones,
siendo la primera vez que se realiza sobre un ejemplar puro de perdiz roja. Con un
tamafio ensamblado de 1.19 GB y la presencia del 97.06% de los genes aviares
completos, este genoma de referencia no solo confirma la ausencia de introgresién
con A. chukar en las cumbres del parque nacional, sino que proporciona por primera
vez una herramienta objetiva para evaluar con precision sin precedentes el grado de
pureza genética en otras poblaciones. La heterocigosidad observada (0.0022) en el
genoma es elevada comparada con la de otras especies de aves (Kolchanova et al.,,
2019). Este resultado, junto con la ausencia de regiones de homocigosidad continua,
es sorprendente si tenemos en cuenta que se trata de una perdiz de una poblacidn
aislada, pequefia y donde cabria esperar sefiales gendmicas de cuellos de botella

demograficos y endogamia.
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El genoma de un ejemplar libre de introgresién es esencial para investigaciones
futuras sobre la historia evolutiva de A. rufa y permitird comprender sus adaptaciones
ecoldgicas, incluyendo sus respuestas ante el cambio climatico. Como genoma de
referencia, aumentara el poder de los analisis de hibridacién introgresiva, permitiendo
su estudio en individuos y no sdlo en poblaciones. Este genoma facilitard estudios
sobre las respuestas adaptativas de poblaciones en entornos cambiantes y sobre las
caracteristicas genédmicas en relacién con presiones selectivas locales y tendencias

demograficas.

Estos hallazgos gendmicos transforman nuestra comprension del valor
conservacionista de estas poblaciones: ya no se trata simplemente de ejemplares
libres de hibridacion, sino de linajes con adaptaciones potencialmente Unicas
desarrolladas durante milenios de aislamiento en ambientes montanos. Este aspecto
adquiere especial relevancia ante el panorama actual de la especie, ya que dichas
adaptaciones podrian ser cruciales para la persistencia de la especie en escenarios de

extincion en las zonas ho montariosas.

Sin embargo, el genoma también proporciona una base cientifica inquietante
para evaluar los riesgos de hibridacion. La comparacidn con secuencias de A. chukar
llevados a cabo en el IREC ha permitido identificar marcadores diagndsticos
ultraespecificos que, aplicados a nuestro trabajo de campo, han confirmado la
presencia de introgresion en zonas de piedemonte de la ZPP en el 8,6% de las 81
muestras analizadas. Las distribuciones de A. chukar y A. rufa estdan muy distantes
geograficamente (Fig. 1) y el contacto natural en el pasado parece improbable, por lo
gue la causa es exclusivamente de origen antrdpico. Los datos de este tipo de
introgresiones han ocurrido desde mediados de la década de 1980, cuando la suelta
de ejemplares de granja en los cotos de caza aumentd exponencialmente (Blanco-

Aguiar et al., 2008).
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Estos hibridos, procedentes de las sueltas de granja de los cotos de caza,
representan una amenaza latente para la integridad genética de las poblaciones del
Parque Nacional. La paradoja es evidente: mientras las cumbres del parque nacional
conservan un linaje genético Unico y valioso, las zonas bajas de la Zona Periférica de
Proteccion (ZPP) muestran una creciente infiltracién de genes aldctonos, con focos
detectados en seis municipios diferentes desde 2017. Esta situacion expone las
limitaciones del actual marco de proteccidén y la urgente necesidad de respetar la

prohibicion de las sueltas en los cotos de caza del ambito de la ZPP.

nedi  Cabanas

Figura 11. Mapa de densidades Kernel con las zonas con mayor y menor niumero de ejemplares hibridos detectados
en el dmbito de estudio.
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La resistencia mostrada por las poblaciones de las cumbres del parque nacional
frente a la hibridacién podria explicarse por multiples factores. Por un lado, las
condiciones ambientales extremas (mayor altitud, inviernos mas rigurosos) podrian
actuar como filtro ecolégico contra los ejemplares hibridos criados en granjas, menos
adaptados a estos entornos. Por otro, la hibridacidon con perdiz chukar podria estar
influyendo en patrones de dispersidon diferenciales con respecto a las poblaciones
puras, que ya ha sido detectado por los propios cazadores, como por ejemplo, en el
comportamiento durante la época de celo, donde las hibridas evitan entrar a los

reclamos de machos perdiz roja.

No obstante, es necesario mantener de manera estricta las mencionadas
prohibiciones, ya que estos mecanismos de aislamiento podrian debilitarse
progresivamente debido al calentamiento global, como sugieren los datos de
seguimiento a largo plazo que muestran un lento pero constante ascenso altitudinal
de los hibridos, como los encontrados en El Jaralon o en Las Navazuelas en el limite
del parque nacional (Fig. 10). Ademads, se han recopilado por parte del IREC, muestras
con hibridaciéon en municipios cercanos a la ZPP en Garganta de los Montes y Colmenar
Viejo. En la figura 11 el mapa de densidad del Kernel, se muestra esta amenaza con la
presencia de hibridacién dentro de un radio de influencia mediante el analisis de
patrones en la distribucion de las muestras en el que se intuye la tendencia de la
hibridacién y las zonas cercanas al parque nacional con mayor riesgo. Hay que insistir
por lo tanto desde una perspectiva de gestion, que los resultados gendmicos refuerzan
la necesidad de prohibir de manera inexcusable cualquier tipo de suelta en el ambito
de la ZPP. La designacién de las cumbres del Parque Nacional como reservorio genético
de perdiz pura, se justifica no solo por la pureza de sus poblaciones, sino por el valor

adaptativo de su acervo genético uUnico.

La disminucién de las poblaciones ibéricas de A. rufa y el deseo de mantener
poblaciones abundantes para su caza, han creado durante estas décadas una demanda

de perdices en los cotos de caza que han generado el aumento de granjas cinegéticas.
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Aunque el uso de perdices hibridas esta prohibido por la legislacién espaiola desde
1975, la gran demanda desde la actividad cinegética puede haber potenciado el uso
ilegal de hibridos como forma de reducir los costes de produccién. Los intentos por
criar A. rufa en cautividad no han sido rentables y la consecuencia ha sido la
hibridacién con A. chukar, ya que estas perdices hibridas tienen nidadas mas grandes
y el manejo y la cria es mds facil (Padrds, 1991). De hecho, A. chukar se ha utilizado
durante mucho tiempo en la produccién de carne, y es probable que esta especie haya
sido seleccionada para la hibridacidn con A. rufa por los criadores de caza, porque su
comportamiento y productividad en cautiverio es mejor que el de A. graeca (Blanco-

Aguilar et al., 2008).

La funcidn de la ZPP segun la ley 5/2007 de Parques Nacionales, debe estar
destinada a proyectar los valores del parque nacional en su entorno y a amortiguar los
impactos ecoldgicos o paisajisticos procedentes del exterior sobre el interior del
parque. El caso de la introgresion genética de la perdiz roja es un ejemplo claro de
como deberia funcionar esta zona con respecto a este tipo de riesgos. No se pueden
consentir bajo ningln concepto, repoblaciones con perdiz de granja en los cotos

privados de este ambito, como han venido ocurriendo desde la década de los afios 80.

Los resultados expresados en este informe caracterizan a las poblaciones del
parque nacional como uno de los relictos tremendamente valiosos de perdiz roja pura
en la Peninsula Ibérica. No se han descrito poblaciones de perdices rojas libres de
hibridacidn en toda su area de distribucién, aunque en el IREC estd estudiando algunas
poblaciones en Navarra, sierra de Gredos, Sierra Nevada, montanas de la Comunidad
Valenciana o en el Parque Nacional de Monfragiie que podrian mantener poblaciones
puras. Las poblaciones de Guadarrama serian las Unicas donde se ha secuenciado el
genoma completo de una perdiz roja pura, por lo que aumentaria su valor también
desde una perspectiva filogeografica, conservando el clister genético del ecotipo de

perdiz roja de la zona centro oriental de la Peninsula Ibérica (Ferrero et al., 2011).
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Por lo tanto, como medida de gestidn prioritaria, se deberian prohibir todas las
sueltas y repoblaciones en todo el dmbito de la ZPP del parque nacional. En el resto de
la Comunidad de Madrid seria aconsejable, ya que actualmente no existe ningun
protocolo que garantice la pureza genética de las perdices utilizadas en las sueltas.
Ademas, como se ha reflejado en este informe, con las repoblaciones se genera un
enorme riesgo de transmisidon de enfermedades y pérdida del acervo genético propio

de las perdices de la zona centro oriental de la Peninsula Ibérica.

6.1. Recomendaciones para futuros estudios

La ausencia de hibridacién hace pensar que las perdices de las zonas altas del
parque constituyen una poblacién relicta que ha mantenido sus caracteristicas
genéticas inalteradas. Ademas, algunas de las perdices observadas en zonas de
cumbre presentan manchas blancas poco habituales en otras poblaciones y que
podrian constituir o bien un ecotipo de zonas altas o un indicio de deriva genética (Fig.
5). Seria adecuado continuar los estudios genéticos de la poblacion de la Sierra de
Guadarrama con la aplicacién de las tecnologias RADseq en este estudio (Ali OA et al.,
2016), profundizaria en la estructura genética y el flujo génico de las poblaciones de la
Sierra de Guadarrama con tres objetivos principales: (1) evaluar con alta resolucién el
grado de introgresion de A. chukar en las poblaciones del piedemonte; (2) identificar
posibles patrones de diferenciacidn genética entre las poblaciones puras de cumbre y
aquellas de zonas bajas donde se han detectado hibridos, lo que permitira delimitar
areas criticas para la conservacién; y (3) detectar sefiales de seleccién natural en
regiones gendmicas asociadas a adaptaciones locales, como la altitud o el clima,
utilizando el genoma de referencia como base para la anotacién funcional. Este
enfoque, al combinar miles de marcadores gendmicos distribuidos uniformemente,
proporcionara una visidn sin precedentes de la diversidad, conectividad y resiliencia
genética de estas poblaciones, esencial para disefar estrategias de gestién que

preserven su integridad frente a las presiones cinegéticas y el cambio climatico.
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