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1. Base legal y antecedentes

En Espafa, todas las competencias en materia de caza las ostentan las Comunidades
Autonomas al amparo del articulo 148 de la Constitucion. La Administracion General
del Estado, solo mantiene labores de coordinacion interautonémica. Dentro de esas
competencias se elabora el presente documento de consulta.

Con fecha 14 de marzo de 2023, se aprobo en el seno del Comité de caza, dependiente
de la Subdireccion General de Producciones Ganadera y Cinegéticas Agrarias y
Ganaderas del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, retomar el grupo de
trabajo para la determinacion de la pureza genética de especies cinegéticas, donde se
hicieron unos primeros trabajos en el afio 2016.

Tras un primer analisis, dentro del Comité de caza, se llego a la conclusion de que no
hay una definicion clara de lo que significa pureza genética, ni como la introduccién de
especies aléctonas podria alterar a las poblaciones naturales. En ese sentido, la Ley
1/1970 de 4 de abril de caza, no refleja nada con relacién a pureza genética ni a control
de hibridacion de especies y la Ley 42/2007 de 13 de diciembre, de Patrimonio Natural
y Biodiversidad no define los criterios para considerar cuando se produce una
alteracion de la pureza genética de las especies silvestres autdctonas derivada de la
introduccion en el medio natural de individuos de especies o subespecies aloctonas.
Esto crea una situacion de indefension e incertidumbre juridica los diferentes
propietarios de granjas cinegéticas, cazadores y administraciones regionales al no
tener definidas unas directrices claras, a la vez que aumenta el riesgo de introgresion
por la falta de control efectivo de las sueltas.

Dicha Ley, en su articulo 54.2 expone que “La Administracién General del Estado
prohibira la importacion o introduccién en todo el territorio nacional de especies o
subespecies aléctonas cuando éstas sean susceptibles de competir con las especies
silvestres autdctonas, alterar su pureza genética o los equilibrios ecologicos”, y en su

articulo 65.3j que “Las Administraciones Publicas competentes velaran porque las
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sueltas y repoblaciones con especies cinegéticas no supongan una amenaza para la

conservacion de estas u otras especies en términos genéticos o poblacionales”.

Previamente a la redaccion de este documento, se han mantenido contactos con los
representantes de las Administraciones Competentes en materia de caza que se
ofrecieron a participar en la elaboracion de este texto, las cuales son: Andalucia, Murcia,
Castilla-La Mancha, Extremadura y Comunidad de Madrid. Finalmente, y tras un primer
analisis, se realizé una consulta a la comunidad cientifica e investigadora, que esta
trabajando de manera especifica sobre la pureza genética de especies silvestres.

Una vez redactado un primer borrador del documento, se volvié a someter a su andlisis
a las Autoridades Competentes y a la comunidad cientifica que ha participado en el
proyecto, aportando una serie de alegaciones en forma de mejoras al mismo, cuyo
resultado es lo que se refleja en este documento final.

Este primer borrador fue motivo de consulta a la SG de Biodiversidad terrestre y marina
del MITERD, quienes devolvieron el documento con una serie de observaciones al
mismo. Tras levantamiento de las observaciones conjuntamente con las
Administraciones Competentes de las Comunidades Auténomas y la comunidad

cientifica, se presenta este segundo borrador.

Nota: los métodos y restricciones aqui presentados estan sometidos a la limitacion de

“Las Mejores Técnicas Disponibles”. Esto es, cada aio se revisara la mejora o novedades

en la ciencia y las técnicas de analisis y en la validez de los lotes para su condicion de
Apto y se propondra en el 6rgano de discusion correspondiente (en estos momentos
el Comité de Caza) para la modificacion de las propias directrices, siempre en busqueda

de una mejor deteccién y habilitacion de ejemplares y lotes Aptos.
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2. Exposicion de motivos

La actividad cinegética en nuestro pais se enfrenta en la actualidad a una gran
diversidad de retos y dificultades, las cuales deben de ser afrontadas por cada
Comunidad Autonoma, donde cada una de ellas ha desarrollado un modelo de caza
acorde con su realidad territorial compatible con la conservacion de los recursos
naturales. Este modelo de caza debe basarse en la gestion sostenible de poblaciones
silvestres.

Para ello y bajo las directrices marcadas en la Estrategia Nacional de Gestion Cinegética
(2022), se debe de analizar el uso de herramientas de gestion como las
reintroducciones y repoblaciones, las sueltas y las traslocaciones. Estas buscan, en
ultimo término, conservar la pureza genética de las especies y respetar la normativa
vigente, como asi se expone en la accion 2.3.1.1 Consecucién de un buen estado de
conservacion de las poblaciones cinegéticas.:” Mantenimiento de la pureza genética de
las especies autoctonas”y en su accion 2.4.2.1 Actuaciones generales en relacion a
traslocaciones y transporte de fauna cinegética: "Evitar el empleo de animales de
dudoso origen, garantizando siempre su pureza genética y garantia sanitaria”.

El objetivo es el uso de todas las herramientas disponibles, para evitar la alteracion de
la pureza genética de las especies silvestres autoctonas minimizando el riesgo de

introgresion genética.
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3. Analisis de la problematica

Una vez analizado el entorno relacionado con el tema a tratar, se detectan una serie de

problemas relacionados, que estan influyendo de forma negativa en la gestion de la

pureza genética de especies silvestres cinegéticas. Estos problemas, de diversa indole,

se exponen a continuacion.

Técnicos:

v

ASRNEIEN

v

Agricultura intensiva y presion predadora sobre las especies cinegéticas que, de
manera indirecta, repercute en la intensificacion de la caza y en la necesidad de
liberar ejemplares criados en cautividad, con el consiguiente riesgo de aumento
de individuos hibridos en el medio natural.

Caza y gestion intensiva: ojeos, sueltas, cria y recria en granjas.

Introduccion de ejemplares aloctonos.

Contaminacion genética en las poblaciones autoctonas.

Cambios en la fenologia de las especies silvestres.

Normativos:

v

v

v

No existencia de referencias normativas que definan ejemplares puros o.

Falta de abordaje en la legislacion actual, de la definicidn ni de los intervalos de
umbral de hibridacién, esto es, los niveles de introgresion genética de otras
especies aldctonas en especies cinegéticas silvestres que hagan considerar a un
ejemplar como hibrido desde el punto de vista legal.

Inexistencia de normas de certificacion u homologacion de granjas cinegéticas.

Legales:

v

Sueltas ilegales, con poca capacidad de deteccién por falta de capacidad
inspectora

Granjas ilegales sin posibilidad de sancién, por vacio legal.

Granjas cuya actividad no esta debidamente controlada, aun cumpliendo con los

requisitos legales, por deficiencias en la legislacion existente.

Sanitarios:
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v Riesgo de introduccion de enfermedades mediante la suelta de ejemplares
cinegéticos.

Con este analisis previo, se determinaran los objetivos a conseguir en este documento.

4. Proceso de elaboracion de la Propuesta

La finalidad de este documento es elevar una propuesta con base cientifica y
bibliografica, para resolver la problematica anteriormente expuesta y conseguir unas
directrices normativas en la que las Autoridades Competentes puedan apoyarse para
acabar con el vacio legal que actualmente existe, y asi poder tomar decisiones
relacionadas con la determinacién de la pureza genética de las especies cinegéticas,
para poder hacer gestion y manejo de la actividad cinegética, y evitar el riesgo de

introgresion en poblaciones naturales.

4.1 Exposicion de base cientifica
En este apartado se enumera el recorrido realizado de analisis cientifico y bibliografico
para la determinacion de decisiones y exponer asi, de manera justificada el documento.

v’ Estudlio de los métodos genéticos para determinar hibridacion en la perdiz roja.
Estudio FEDENCA. Fundacion para el estudio y la defensa de la naturaleza y la
caza. 2010.

V" Borrador de Orden de 2019, de la Consejeria de Agricultura, Medio Ambiente y
Desarrollo Rural, por la que se regula el procedimiento de certificacion de calidad
genética de la perdiz roja (Alectoris rufa) en Castilla-La Mancha.

v' Proyecto de Decreto de 2.021, por el que se regula el procedimiento de
certificacion genética y se requlan las sueltas y repoblaciones de aves galliformes
autoctonas (perdiz roja y codorniz comun) en la Region de Murcia. 2020.

v' Consulta a cientificos especializados en pureza genética de especies silvestres.
2024. Se realizo esta consulta a especialistas en la materia, donde se le

formularon las siguientes preguntas:



- Interpretacion de lo definido en la ley 42/2007. ;Qué se entiende por
pureza genética segun esta norma?
- Definir el tamaio de muestra. % de muestra a analizar qué debemos hacer
en granjas, para determinar si el individuo es apto para repoblacién o no.
El objetivo de este andlisis por parte de la comunidad cientifica, es buscar un
nivel de garantia para que no haya introgresion genética en las poblaciones
silvestres, atendiendo a sus conocimientos en la materia, desde un punto de vista
multidisciplinar.
4.2 Grupo de trabajo

La presente propuesta técnica es el resultado del andlisis bibliografico, técnicoy
cientifico, de un grupo de trabajo originado en el seno del Comité de caza dentro
de la Subdireccion General de Producciones Ganaderas y Cinegéticas, del
Ministerio de Agricultura, donde participan las Comunidades Auténomas de
Andalucia, Regién de Murcia, Castilla-La Mancha, Extremadura y Comunidad de
Madrid.
El principal objetivo de este grupo de trabajo es elaborar un documento donde
se definan los individuos genéticamente aptos y se marquen las pautas para que
no se vean alteradas las propiedades genéticas de las poblaciones naturales, a la
hora de la liberacion de estos en el medio para sueltas o repoblaciones.
Este documento constituiria una guia para que las Administraciones
Competentes puedan elaborar normativa y legislaciéon en una direccion comuin

y en el sentido de reducir la problematica anteriormente expuesta.

4.3. Revision y Propuesta de Borrador

Tras el trabajo realizado con las Comunidades Autonomas y tras una primera
revision del Ministerio para la Transicion Ecolégica y Reto Demografico
(MITERD), se recibieron observaciones al documento. Las cuales fueron de nuevo

trasladadas al Grupo de Trabajo. Tras una nueva discusion sobre el documento,

10
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se presenta a continuacion una version definitiva del borrador de Directrices de

determinacion de la pureza genética de especies cinegéticas.

Figura 1: Esquema de trabajo de elaboracién del documento

Borrador comun del
Grado de hibridacién

Trabajo en el GT de Pureza
Genética

Acuerdo en el Comité de Caza
[(MAPA)

Observaciones ]

genética de especies cinegéticas (MAPA+ Comité de Caza)

l

[ Revision de Directrices de determinacién de la pureza J

[Propuesta de Directrices de determinacion de la pureza

genética de especies cinegéticas

Fuente: elaboracién propia

1
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5. Propuesta Técnica

A continuacion, se presenta la Propuesta Técnica para revision por parte del Ministerio

para la Transicion Ecoldgica y Reto Demografico (MITERD).

5.1 Objeto

Regular el procedimiento de certificaciéon de la calidad genética de perdiz roja
(Alectoris rufa) y de codorniz comun (Coturnix coturnix), con el fin de establecer
patrones y criterios para con los ejemplares criados en cautividad de manera que estos
ofrezcan garantias en sus propiedades genéticas para que no se vean afectadas las

caracteristicas genéticas de las poblaciones silvestres en caso de suelta o repoblacion.
5.2 Definicion de granja
Instalaciones cuyo objetivo principal es la cria o reproduccion de ejemplares de alguna
de estas especies, para la posterior repoblacion de cotos de caza y demas espacios
cinegéticos, para su suelta en los mismos, (caza o repoblacion) o para el abastecimiento
de otras granjas.
5.3 Tipos de granja

¢ Granjas que solo disponen de plantel reproductor de ciclo completo.

e Granjas que solo estaran habilitadas para la recria.

Se recomienda no permitir las granjas mixtas. Esto deberia ser establecido en norma
legal de la Comunidad Auténoma.
5.4. Técnicas de analisis y marcadores. Ejemplar apto / no apto
Se definen las diferentes técnicas que permitan el analisis de los siguientes marcadores:
5.4.1. Perdiz roja (Alectoris rufa)
5.4.1.1. Marcadores Bialélicos (SNP)
1.- Marcadores Bialélicos (SNP) exclusivos de especie. El tipo de analisis a realizar es el
de exclusion de pureza genética.

e Ejemplar apto para 0 o 1 alelos de la especie aloctona (es decir, <2 alelos de la

especie aléctona).

12
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Marcadores diagnosticos aptos

Marcadores diagnésticos aptos para la deteccion de introgresion genética en

perdiz roja que cumplen las condiciones siguientes:

(@]

©)

Que estén publicados y sean de uso publico.

Coni

nformacion la necesaria disponible para su reproduccion.

Ratificacion de su caracter diagnéstico por mas de un grupo de

inves

tigacion.

Publicos: con secuencias utiles para genotipado.

-_—

2
3
4
5
6.
7
8
9

10

. SNP en el gen Beta fibrinogen (FGB)

. SNP en el gen Parathyroid hormone (PTH)
. SNP en el gen Aggrecan1 (AGC1)

. SNP en el gen Thrombospondin 1 (THBS1)
. SNP en el gen ATP citrate lyase (ACLY)

SNP en el gen Recombination activating gene 1 (RAG1)

. SNP en el gen Vimentin (VIM)
. SNP en el gen Beta Crystalline (CRYB)
. SNP en el gen Alpha enolase (ENO)

. SNP en el gen Adenylate kinase 1 (AK)

11. SNP en el gen Ribosomal Protein L7A (RPL7)

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

SNP en el gen Creatine kinase 6 (CKB)

SNP en el gen Cell Division Cycle 2-like1 (CDC2L1

SNP en la region Dloop (Dloop2)

SNP en el gen Hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNFAT1)

SNP en el gen Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 2 (TCF1)
SNP en el gen Rhodopsin (RHO)

SNP en el gen Myeloperoxidase (MPO)

SNP en el gen Phosphodiesterase 6B (PDE6B)

20. SNP en el gen CG3869_1 (CG3869_1)

21

. SNP en el gen Spectrin Beta Non-Erythrocytic 1 (SPTBN1)

22. SNP en el gen Cytochrome B (Cyt-B)

13
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23. SNP en el gen Beta-globin (HBB)
No Publicos: no se conoce exactamente su localizacion en el genoma

24. SNP en la region mitochondrial D-loop (SNPDLOOP?2)
25. SNP en el gen citocromo b (MT-CYB)

26. Microsatélite 1F32 (Microsatélite Aru1F32).

27. Microsatélite Aru TH15.

28. Marcador microsatelital Aru 1168 (Microsatélite Aru1l68).

2.- Se estudiara para una segunda fase, la posibilidad del uso de marcadores
multialélicos (u otras técnicas disponibles) siempre que se cumpla con el criterio de
mejora del andlisis (o al menos igualar) que se pueda tener mediante el uso de
marcadores bialélicos.

3.- Se podra hacer uso de algunas marcas registradas (como el Analisis multiple de PCR
y SNP basado en Snapshot o Analisis genético usando la tecnologia Open Array) o se
emprenderan los procedimientos que se estimen oportunos por las Autoridades
Competentes, siempre y cuando se verifique la capacidad del laboratorio de referencia
para la realizacién de los analisis (ver punto 5.5.5. — laboratorios de referencia).

4.- Se podra hacer uso de marcadores no publicos de manera voluntaria siempre y
cuando estos marcadores hayan sido verificados en un estudio cientifico en revista
indexada con verificacidon con pares. Ver para mas informacion en punto 6. Referencias
lista no extensiva ni definitiva de marcadores publicos y no publicos.

5.- Se definird un nimero minimo de marcadores bialélicos necesarios para ratificar el
resultado del andlisis de un ejemplar. Hay que tener en cuenta que, por la calidad de la
muestra, u otras causas, en el resultado de un analisis pueden no aparecer todos los
marcadores. Se indica un nimero minimo de marcadores para dar por valido el
resultado de un ejemplar. Este nimero segun lo indicado por la comunidad cientifica
consultada no debe de ser menor de 17, que se puede ampliar en funcidon de la
disponibilidad de analisis, las técnicas y la viabilidad econémica.

Sin embargo, este detalle se definira en la segunda fase durante la redaccion de las

Directrices de determinacion de la pureza genética de especies cinegéticas.

14
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5.4.2 Codorniz comun (Coturnix coturnix)

Existen dos tipos de analisis, con posibilidad de ser ampliados a tres durante la
redaccion del documento de Directrices, los cuales dependen del tipo de marcador
utilizado. En todos los casos se requiere el uso de secuencias y genotipos de referencia
que permitan la deteccion de material genético propio de codorniz japonesa (Coturnix
Jjaponica). De la misma manera que para la perdiz roja (Alectoris rufa), se exponen los
3 tipos de analisis, para que cada Autoridad Competente, pueda determinar el mas

conveniente en funcién de sus medios técnicos y econdmicos.

5.4.2.1. Secuencia de ADN mitocondrial.

1.- Se requiere, ademas de los haplotipos de los individuos muestreados para la
certificacion, haplotipos propios de codorniz comun (Coturnix coturnix) y japonesa
(Coturnix japonica). Las secuencias seran alineadas y se realizara un analisis filogenético
que debera resultar en un arbol filogenético con los haplotipos agrupados en dos
clados monofiléticos, uno con los haplotipos de codorniz comun (Coturnix coturnix)
(Balirani et al. 2005, Sanchez-Donoso et al. 2014) y otro con haplotipos de codorniz
japonesa (Coturnix japonica) (Balirani et al. 2005, Sanchez-Donoso et al. 2014).

2.- Se incluye en este documento que este tipo de analisis, sera restringido por
considerar los dos siguientes mas robustos para el analisis de la genética de la codorniz

comun (Coturnix coturnix).

5.4.2.2.- Marcadores multialélicos (microsatélites)

1.- La determinacion de existencia de hibridacién, se realizard mediante el analisis
probabilistico de encontrar los genotipos para marcadores microsatélites de los
ejemplares en estudio y de los individuos de referencia para la certificacion en la
codorniz comun y japonesa. El resultado sera el que proporcione el conjunto de

individuos que constituyan un lote, considerado este como la unidad de analisis. Se

15
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determinara la proporciéon promedio de genoma que compartiria origenes genéticos
con el genoma de lo que denominamos codorniz comun.

2.- Se supone la existencia de dos origenes genéticos correspondientes a la codorniz
comun (Coturnix coturnix) y a la codorniz japonesa (Coturnix japonica), a los que se
asignara la proporcion de genoma de cada ejemplar analizado que resulte.

3.- Ejemplar apto: si la probabilidad de asignacién de su genotipo al cluster genético
de codorniz comun (Coturnix coturnix) es mayor del 0,95. Con el objetivo de reducir al
minimo el riesgo de hibridacién, se establecera dicho umbral a partir del afio n+3
(siendo n el afo de entrada en vigor de las presentes directrices), como se refleja en la
tabla del apartado 5.5.8. Hasta ese ano n+3 este umbral queda establecido en un valor
mayor del 0,83 de asignacién al cluster genético.

4.- Se propone como referencia (no exclusiva) un analisis con el programa Structure
(Pritchard et al. 2000). Este programa realiza el analisis bayesiano que permitira
determinar la probabilidad de encontrar los genotipos para la certificacion en la
especie comun (Coturnix coturnix) y japonesa de codorniz (Coturnix japonica). Como
resultado, se debera obtener que los genotipos de referencia pertenecientes a codorniz
comun (Coturnix coturnix) tengan una probabilidad de asignacion mayor de 0.83 a uno
de los grupos genéticos (“cluster”) y que los genotipos de referencia pertenecientes a
codorniz japonesa (Coturnix japonica) tengan un valor de asignacion mayor de 0.83 al
otro cluster genético (Sanchez-Donoso et al. 2012).

5.- Marcadores microsatélites autosomicos no ligados: GUJ0001, GUJO017, GUJ0028,
GUJ0039, GUJ0044, GUJ0057, GUJ0065, GUJ0074, GUJO085, GUJO093 y GUJ0097.

5.4.2.3.- Analisis basado en SNPs: (nuevo método)

1.- El uso de marcadores bialélicos no se considera para esta version del documento,
pero es posible que si se incluya en el documento final de Directrices de determinacion

de la pureza genética de especies cinegéticas. La razon es que actualmente no hay
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marcadores SNP publicados para discriminar entre codorniz comun (Coturnix coturnix)
y codorniz japonesa (Coturnix japonica).
2.- Actualmente grupos de investigacion estan colaborando en la selecciéon de un panel
de SNPs que permita discriminar entre codornices comunes y codornices hibridas o
japonesas. A dia de hoy, se han seleccionado ya algunos SNPs y ahora se esta testando
su efectividad de discriminacion teniendo en cuenta la diversidad genética de las
codornices.
3.- Se puede ver en el Anexo | un avance de esta metodologia de andlisis, la cual esta
proxima a ser publicada.
4.- Al igual que para la perdiz roja (Alectoris rufa), los marcadores diagnosticos aptos
para la deteccion de introgresion genética en codorniz comun (Coturnix coturnix)
comun deberan cumplir las condiciones siguientes:

o Que estén publicados y sean de uso publico.

o Que la informacion necesaria para su reproduccién esté disponible.

o Confirmacion de su caracter diagndstico por mas de un grupo de

investigacion.

De los modelos de analisis expuestos (sin tener ain en cuenta el tercer modelo
expuesto por estar en estudio y no publicado), para el de andlisis de marcadores
microsatélites, se dara un periodo de transicion de 3 afos desde la entrada en vigor de
este protocolo, para que en los analisis realizados, la probabilidad de asignacién de su
genotipo al cluster genético de codorniz comun (Coturnix coturnix) sea mayor del 0,83,
a partir del aio n+3, y tal como se ha expuesto en el apartado anterior, el porcentaje
aceptado sera mayor de 0.95, en el 95 % de ejemplares analizados.

Este tipo de analisis basado en SNP ha de ser el priorizado, respecto a las otras dos
técnicas, para la determinacion de la pureza genética de codornices comunes criadas
en cautividad y liberadas al medio natural. Con esto, se pretende minimizar el riesgo

del uso de marcadores multialélicos (microsatélites), en el que influye ya que este tipo
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de andlisis requiere tomar muestras de referencia que sean consideradas como “puras”

y este criterio queda a expensas de la seleccién previa de los ejemplares a muestrear

Es por ello que.la eleccion de muestras puede estar dirigida, y se produzcan sesgos en

los resultados si se emplean como referencia ejemplares no puros de codorniz comun.

Para el analisis con ADN Mitocondrial, la propuesta es que su uso se restringira solo

hasta que sean publicados los marcadores SNP para codorniz comin (Coturnix

coturnix). Por tanto, una vez pasado este periodo, se optaria por la opcion preferente

de los marcadores SNP para codorniz comun (Coturnix coturnix).

5.4.3 Cuadro resumen de técnicas de analisis

Fuente: Elaboracion propia

Marcadores SNP ADN Mitocondrial Microsatétlites
Perdiz roja (Alectoris rufa) Aceptado -- --
Codorniz comun (Coturnix coturnix) A implementar A extinguir. 3 afios de transicion con valor
cuando se Periodo de transicién | aceptable de mas de 0,83% de

publiquen los

marcadores

hasta que se
publiquen los

marcadores SNP

proporcién genédmica compartida.
A partir del ano n+3, esta minima

proporcion sera mayor del 0,95%

Tabla 1. Técnicas de analisis genético propuestas

5.5 Regulacion de granjas

5.5.1.- Lotes genéticamente aptos

Tanto para Perdiz roja (Alectoris rufa), por analisis bialélico, como para Codorniz

comun (Coturnix coturnix), cuando estén disponibles estos analisis, se debe de

cumplir la siguiente condicion para ser un lote apto:

Proporcion de individuos aptos por lote mayor del 95%.

* Consultar tabla punto 5.5.8
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5.5.2.- Definicion del tamano de muestra

5.5.2.1. Perdiz roja (Alectoris rufa)

- Explotaciones de recria: el objetivo es que el proveedor proporcione un
producto de calidad y que cumpla con los requisitos establecidos en cuanto a
hibridacion. La forma de muestrear en este caso tendra como objetivo la
deteccion, con una cierta probabilidad, de un determinado nivel de perdices
hibridas. Se desea saber si entre los ejemplares que se adquieren, el porcentaje
de hibridos no supera el 5%, y que esa deteccién se realice con una potencia o
probabilidad de entre el 95%. En la tabla que se adjunta, se expone el nimero
de animales que se deberia de muestrear, en funciéon de las dos premisas
anteriores. Este tamano de muestra serviria tanto para aceptar como buena la
situacion en el supuesto de que no se encontrara ninguna muestra hibrida, o
también para considerar como no adecuada la situacién al haber sido detectada
alguna muestra hibrida, es decir, se sospecha de un nivel de hibridacion
(porcentaje de perdices hibridas) superior al umbral aceptado. Este muestreo
asume que el lote que se muestrea es homogéneo en cuanto a su probabilidad

de contener ejemplares hibridos.

Figura 2. Determinacién tamaio de muestra granjas de recria

Porcentaje de hibridos

Fdeteccion i M
0,90 45 22
0,95 58 28
0,99 90 44

n>In (1-potencia)/In(1-frecuencia hibridos)

Fuente: Garrido J.L. Fedenca 2011

Por ejemplo, si el porcentaje de hibridos no ha de superar el 5% en el lote para
considerarse como apto, y se desea que esa deteccion se realice con una potencia
o probabilidad del 95%, el nUmero de animales que se deberia de muestrear es de

58.
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- Explotaciones de ciclo completo: En este caso el objetivo es ir garantizando, de
forma paulatina, la calidad de los reproductores. Se tomara una muestra,
siempre entre los reproductores mas jovenes, cuyo nimero no es posible de
indicar a priori ya que depende de varios factores, entre ellos de la frecuencia

de hibridos que pueda tener en la explotacion (ver tabla adjunta).

Figura 3. Determinacién tamaio de muestra granjas de ciclo completo

d=0,05

o05|01)0,15|0,2(0,25({0,32]0,35 |04 )|1045)| 0,5

500 64 | 109 141 [165| 183 | 196 ) 206 | 212 | 216 | 217
1000 | 68 [122 ] 164 |198 | 224 | 244 [ 259 [ 270 | 276 | 278
2000 | 70 [129( 179 [219) 252 |278| 298 | 312 | 320 | 322
S000 | 72 [135( 189 [234 | 272 | 303 | 327 | 344 | 354 | 357
10000| 72 136) 192 1240 | 280 | 313 [ 338 [ 356 | 366 | 370

Nimero de

reproductores

Porcentaje de hibridacio
0051011015 0,2(0,25]10,3 10,35 04(045] 0,3
200 13 32 45 35 63 70 75 78 80 81
1000 13 33 47 28 a7 753 80 84 87 88
2000 13 34 48 a0 70 78 84 88 a1 az
2000 13 34 49 el 71 79 86 91 a3 94
10000) 18 34 49 el 72 80 87 91 94 a5

d=0,10

Nimero de

reproductores

Los valores que aparecen en las tablas se calculan mediante |z expresion:

n= N=Z,*p=q
d**(N-1)+Z2=p=gq

Fuente: Garrido J.L. Fedenca 2011

en la que: N es el nUmero de reproductores; Z es el valor de la distribucion normal
que deja a su derecha una proporcién a de la distribucion; p es el porcentaje de
hibridacion; q es el porcentaje de no hibridos (1-p); d es la diferencia entre el
porcentaje de hibridacion verdadero y el estimado.

Se trata de realizar una estimacion de la proporcion de hibridos bajo unas
determinadas premisas, el tamaino de muestra para estimar esa frecuencia de
hibridos depende de la proporcion verdadera de hibridos en la explotacion (cifra
desconocida), de la proporcion que consideremos a priori de hibridos (p), de la
diferencia entre el porcentaje de hibridacion verdadero y estimado a priori (d) y

del intervalo de confianza que se desee.
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*Todo lo expresado en este aparatado, esta basado en las consultas cientificas realizadas, exponiendo en el mismo el pensamiento
unanime de la mayoria de cientificos consultados, donde se expresan diciendo que debe estar regulado por férmulas de calculo

del tamafo de muestra conociendo el tamafo de la poblacién. A su vez se apoyan en el estudio de FEDENCA 2010.

5.5.2.2. Codorniz comun (Coturnix coturnix)

Una vez analizado por parte de Autoridades Competentes y cientificas, para ver si son
extrapolables a la codorniz comin (Coturnix coturnix) los tamanos muestrales
definidos anteriormente para perdiz roja (Alectoris rufa), se considera, que si son
aplicables para esta especie, basandonos en lo siguiente:

El método de eleccion del tamaio de muestra es extrapolable, siempre que el método
de andlisis de la aptitud genética sea el de exclusion de pureza genética, es decir,
siempre que se usen marcadores bialélicos (SNP).

Como en este documento, ya se ha expuesto que el uso de estos marcadores bialélicos
sera preferente en el momento que sean publicos y estén disponibles para Codorniz
comun (Coturnix coturnix), se propone como definitivo el uso de las mismas féormulas
que las definidas para la perdiz roja, para definir el tamafio de muestra de la codorniz

comun.

Para todas las granjas, tanto de perdiz roja como de codorniz comun, en los muestreos
que se realicen, los animales analizados han de ser identificados previamente a los
analisis y mantenidos en condiciones controladas que permitan su manejo una vez
disponibles los resultados. Los individuos que tras el analisis finalmente no resulten
aptos, a pesar de que el lote al que pertenecen si se considere apto en su conjunto, se
propondran para otros destinos que no sean repoblaciones en el medio natural, segun
se refleja en el punto 5.5.8. Este este destino sera la industria alimentaria, matadero o
reclamo vivo.

Por otro lado, como es l6gico, si un lote se considera no apto, ninguno de los individuos

que pertenecen a dicho lote podra ser liberado al medio natural.
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5.5.3 Periodo de adaptacion para conseguir individuos genéticamente Aptos
En base a toda la informacion recopilada, se propone un periodo de transicién maximo
de 3 afos, [(n+3) a partir del aflo n de entrada en vigor del presente protocolo], para
todas las granjas de perdiz roja (Alectoris rufa) y de codorniz comun (Coturnix
coturnix), para asi conseguir la aptitud de todos sus individuos, entendiendo por
aptitud, los individuos que queden enmarcados dentro de un intervalo de probabilidad
definido. Este intervalo sera el minimo aceptable para el primer afio (afio n), e ira
aumentando de manera progresiva hasta el afiio n+3 y sucesivos, donde se exigira un
intervalo menor.
Este periodo de adaptacion sera analizado en base a dos situaciones, que se exponen
en las siguientes tablas:
- Explotaciones de recria:

Objetivo: garantizar que el proveedor proporciona un producto de calidad.

Se desea saber que los individuos que se adquieren no superan un % de hibridos,

y que esa deteccion se realice con una probabilidad determinada. En

combinacion con estas dos premisas se obtiene un tamano minimo de muestra.

Fuente: Estudio FEDENCA 2010

Periodo de Probabilidad de deteccion de Porcentaje de Tamaifo muestra
adaptacion individuos aptos por lote hibridos a detectar
ARo n 90 10% 22
Ano n+1 95 10% 28
Ano n+2 20 5% 45
Ano n+3 95 5% 58

Tabla 2. Tamaiio de muestra a analizar por periodo de adaptacion en explotaciones de recria

En este periodo de 3 afios, se pretende hacer una suave transicidon hasta establecer un
tamaino de muestra definitivo, que garantice que el porcentaje de hibridos no supera
el 5%, y que esa deteccidon se realice con una potencia o probabilidad del 95%. El

tamaino de muestra aceptable seria de 58 ejemplares.
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- Explotaciones de ciclo completo:

Objetivo: garantizar de forma paulatina la calidad de los reproductores.
En este caso se establecen los valores permisibles de nimero de ejemplares para la
muestra, en funcion del nUmero de reproductores existentes.
Esta determinacidon se basa en la diferencia entre el porcentaje de hibridacion
verdadero y el estimado, como se refleja en las tablas y formula del capitulo anterior.
Se pretende en un periodo de 3 afos ir avanzando hasta conseguir determinar el
minimo de proporcion de hibridacion, con un nimero de ejemplares muestreados, en
funcién del nimero de reproductores existentes.
Asi pues, para el afo n+3, aunque en el apartado 5.5.2.1, se vio que habia una gama de
posibilidades de tamafio de muestra bastante amplio, el objetivo es determinar el
tamafio muestral a implementar en los muestreos de las granjas de ciclo completo,
para reducir el porcentaje de hibridacién al 5%, con una diferencia entre el porcentaje
de hibridacion y estimado de solo el 5%, y todo con un intervalo de confianza del 95%,
como se expone en la siguiente tabla. Es decir, se pretende ser lo mas restrictivo
posible, para garantizar, como se ha expuesto a lo largo de este documento, el minimo

de hibridacion de los individuos liberados en campo.

Fuente: Estudio FEDENCA 2010

Tamaio de muestra

Afo n+1 d=0.10; % hibridacién 0.05
N° de reproductores 500 18
1.000 18
2.000 18
5.000 18
10.000 18
Afo n+2 d=0.10; % hibridacion 0.10
N° de reproductores 500 32
1.000 33
2.000 34
5.000 34
10.000 34
Afo n+3 d=0.05; % hibridacion 0.05
N° de reproductores 500 64
1.000 68
2.000 70
5.000 72
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10.000 72

Tabla 3. Tamafio de muestra a analizar por periodo de adaptacién en explotaciones de ciclo completo

Los individuos hibridos detectados no iran destinados a suelta o repoblacion, para
minimizar el riesgo de introgresion genética con las poblaciones silvestres, el destino
como se refleja en el apartado 5.5.8, sera Industria alimentaria, matadero o reclamo

vivo.

5.5.4 Control de hibridacion

Las inspecciones que se consideren necesarias, asi como la toma las muestras, para
realizar el control genético con un muestreo a las granjas cinegéticas, se llevaran a cabo
por el 6rgano administrativo de la Comunidad Auténoma competente en materia
cinegética, de manera aleatoria y con un niumero minimo de muestreos anuales
relevante en relacion al nimero de granjas existentes (orientativamente del 25% de las
existentes), con el objetivo de mantener las garantias genéticas y no se produzcan
riesgos de hibridacion que alteren las especies autoctonas.

- Control en granjas de reproductores de ciclo completo: se realizara el control
interno de la propia granja, financiados con medios propios de la explotacion,
tanto para conseguir el 6ptimo de genético, como para el control de este, y del
periodo de transicion. Los controles los realizaran veterinarios habilitados para
llevar a cabos estas labores, a eleccion de los propietarios de las granjas, con la
consiguiente emision de un certificado favorable.

- Control en granjas de recria: se adoptaran las mismas especificaciones que en el
apartado anterior, a la que se anadiria el control de la trazabilidad de los
individuos a recibir en la granja.

- Control de sueltas y repoblaciones: seran realizadas por la Administracion
Competente de manera aleatoria, con criterio de seleccion en funcion de la
magnitud y el numero de sueltas solicitadas. Se procedera solicitando
certificacion u homologacion de la granja de origen para liberacion en el medio,

comprobando la identificacion de los ejemplares y tomando muestras aleatorias.
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5.5.5 Laboratorio de referencia
El laboratorio de referencia elegido para la certificacion de la calidad genética sera
escogido y determinado por cada Autoridad Competente, una vez verificada por
esta su aptitud para el analisis genético referido en este documento.
5.5.6 Certificacion de aptitud
- Granjas de ciclo completo: en el momento que se obtengan lotes
genéticamente aptos, con las condiciones de muestreo del afio n+3, segun lo
expuesto en el apartado 5.5.3.
- Granjas de recria: se obtendra la certificacion, cuando se aporten aquellos
documentos de certificacion genética de la granja de origen y de trazabilidad de

los ejemplares a liberar.
*Las granjas de recria se deberian de abastecer de granjas de ciclo completo certificadas y tener
documentacién que lo acredite.

La certificacion tendra un periodo de validez de 4 afios, cuando se trate de granjas de
recria se actualizara el listado de granjas de procedencia de manera anual, de manera
obligatoria.
5.5.7 Revocacion de Certificacion de aptitud
Esta revocacion sera llevada a cabo por el 6rgano administrativo de la Comunidad
Autonoma competente en materia cinegética otorgandose tramite de audiencia al
interesado, de acuerdo con lo previsto en el articulo 82 de la Ley 39/2015, de 1 de
octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de las Administraciones Publicas si
se constata alguna de las siguientes circunstancias:

a) Pérdida de las condiciones que llevaron a su certificacion, como por ejemplo

la aparicion de lotes no aptos.

b) La utilizacion de la certificacion de calidad genética para comercializar

ejemplares procedentes de otras granjas no certificadas en granjas de recria.
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No se podra obtener de nuevo la certificacion hasta que no se hayan solucionado el
motivo de su revocacion y no tampoco se podra comercializar ejemplares para

introducirlos en terrenos cinegéticos.
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5.5.8 Tablas resumen regulacion granjas

Perdiz roja

Uso | Método de analisis Lotes granja Apto / No Destino Certificacion Marcado de Eliminacion Objetivo Periodo de adaptacion Control periédico
apto ejemplares plantel de hibridacion
reproductor
individuos
no aptos
. s . ., Recomendado .
% entre el nUmero de individuos considerados ap- Apto Repoblacién Favorable Aleatorio.
. . o (las CCAA Mantener
tos y el total de individuos analizados >95% (n+3yen de terrenos 4 afios de -- . No Agentes de la
.. .. . " . deben ejemplares aptos .
o Proporcion de individuos aptos por lote >95% adelante) cinegéticos validez I Autoridad
=]
N s Marcadores &
g E bialélicos (SNP) % entre el numero de individuos considerados ap- En funcidn del
o o 0-1 Alelos Chukar | tosy el total de individuos analizados entre 90 y Apto Repoblacién Realizar transicién Si periodo de
= 95% (n, n+1, de terrenos Desfavorable No No hacia individuos adaptacion.
A R . - Ver tablan22y 3
Proporcion de individuos aptos por lote ente 90 y n+2) cinegéticos aptos Agentes de la
95% Autoridad
Codorniz comun
Uso Método de analisis Lotes granja Apto / No Destino Certificacion | Marcado de | Eliminaciéon Objetivo Periodo de adaptacion Control
apto ejemplares plantel periddico de
reproductor hibridacion
(afios) individuos
no aptos
En estudio, pendiente de publicacién
9 I ng indivi - ., R .
/? entre el nimero de |nd|V|duo_s cc.Jr! Repoblacién de Favorable RlnEe Mantener Aleatorio.
siderados aptos y el total de indivi- Apto (n+3y o do (las .
. terrenos 4 afios de - ejemplares No Agentes de la
duos analizados >95% en adelante) . " . CCAA deben .
oy s . cinegéticos validez . aptos Autoridad
Proporcion de individuos aptos por legislarlo)
n | 2 Cran lote >95%
| 5 Marcadores bialélicos (SNP) | 'Ot€ &
é ° 0-1 Alelos japénica
S ‘ % entre el nimero de individuos con- En funcidn del
o siderados aptos y el total de indivi- Apto Repoblacién de Realizar Si periodo de
duos analizados entre 90 y 95% P terrenos Desfavorable No No transicion hacia adaptacion.
. . (n, n+1, n+2) . o o Vertablan22y3
Proporcion de individuos aptos por cinegéticos individuos aptos Agentes de la
lote ente 90 y 95% Autoridad




Uso Método de analisis Lotes granja Apto / No Destino Certificacion Marcado de | Eliminacion Objetivo Periodo de adaptacion Control
apto ejemplares plantel periodico de
reproductor hibridacion
(afios) individuos
no aptos
Apto (solo n Si
o = I . Si su haplotipo aparece en el clado P ! A extinguir
= g Secuencia mitocondrial o . n+1ly n+2) ., Recomenda - .
© oo monofilético formado por los haploti- A partir de Repoblacién de ol (s Mantener Solo se recurrira a este Aleatorio.
.g E pos de codorniz comun. P terrenos -- - ejemplares método de analisis, hasta Agentes de la
5 X% n+3 no se . e CCAA deben g . .
O o . cinegéticos . aptos que estén disponibles los Autoridad
9 < admite este legislarlo)
L2} 3 SNP
método.
@ Si
= . o . y Hasta el afio n+3, se pedira
-8 o g Si la probabilidad de asignacién de su ., Recomenda . S .
c O .= . - . - Repoblacidn de Mantener una probabilidad mayor del Aleatorio.
© .9 .©| Marcadores microsatélites genotipo al cluster genético de co- do (las . . Iy
c s ® . , Apto terrenos -- -- ejemplares 0.83 de asignacion Agentes de la
S O C dorniz comun es mayor del 0.95 en el . . CCAA deben . .
O Qc . . cinegéticos . aptos de su genotipo en el 95% Autoridad
UV = 5 95% de ejemplares analizados. legislarlo) .
v 5 de los ejemplares
o .
analizados
Ademas:

Estos métodos y restricciones estan sometidos a la limitacion de “Las Mejores Técnicas Disponibles”. Esto es, cada aio se revisa la mejora en las técnicas

de analisis y en la validez de los lotes para su condicién de Apto y se propondra en el érgano de discusidon correspondiente (en estos momentos el

Comité de Caza) para la modificacion de las propias directrices, siempre en busqueda de una mejor deteccion y habilitacién de ejemplares y lotes

Aptos.
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6. Marcadores

6.1 Perdiz roja (Alectoris rufa)

1. SNP en el gen Beta fibrinogen (FGB): M.E. Ferrero-Sanchez, «Desarrollo y
aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestiéon de la perdiz
roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad de Castilla La Mancha.
2. SNP en el gen Parathyroid hormone (PTH): Sevane N, Cortés O, Garcia D,
Caidn J & Dunner S.2010. New single nucleotide polymorphism in Alectoris
identified using chiken genome information allow Alectoris introgression
detection. Molecular Ecology Resources 10: 205-21.

También citada en:

M.J. Rodrig uez-Garcia, J. Galian, «Rapid differentiation of Alectoris rufa L.,
1758 and Alectoris chukar (Gray, 1830) (Galliformes: phasianidae) by melting
curve analysis of a parathyroid hormone gene SNP», An. Biol. 36 (2014)
https://doi.org/ 10.6018/analesbio.36.19.

3. SNP en el gen Aggrecan1 (AGC1): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J. Caiidn,
S. Dunner, «New single nucleotide polymorphisms in Alectoris identified
using chicken genome information allow Alectoris introgression detection:
molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1) (2010)
https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-13.

4. SNP en el gen Thrombospondin 1 (THBS1): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia,
J. Cafnon, S. Dunner, «<New single nucleotide polymorphisms in Alectoris
identified using chicken genome information allow Alectoris introgression
detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1)
(2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205- 13.

5. SNP en el gen ATP citrate lyase (ACLY): M.E. Ferrero-Sanchez, «Desarrollo
y aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestion de la perdiz

roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad de Castilla La Mancha.
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6. SNP en el gen Recombination activating gene 1 (RAG1):
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/LS991463

7. SNP en el gen Vimentin (VIM):
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/LS991458

8. SNP en el gen Beta Crystalline (CRYB):
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LS991462

9. SNP en el gen Alpha enolase (ENO): M.E. Ferrero-Sanchez, «Desarrollo y
aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestion de la perdiz
roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad de Castilla La Mancha.
10. SNP en el gen Adenylate kinase 1 (AK): M.E. Ferrero-Sanchez, «Desarrollo
y aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestion de la perdiz
roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad de Castilla La Mancha.
11. SNP en el gen Ribosomal Protein L7A (RPL7):

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LS991459

12. SNP en el gen Creatine kinase 6 (CKB):
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LS991460

13. SNP en el gen Cell Division Cycle 2-like1 (CDC2L1):
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LS991461

14. SNP en la region Dloop (Dloop2): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J.
Canon, S. Dunner, «New single nucleotide polymorphisms in Alectoris
identified using chicken genome information allow Alectoris introgression
detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1)
(2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-13.

15. SNP en el gen Hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNFA1): M.E. Ferrero-
Sanchez, «Desarrollo y aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y
gestion de la perdiz roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad

de Castilla La Mancha.
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16. SNP en el gen Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 2 (TCF1): N.
Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J. Caiién, S. Dunner, «<New single nucleotide
polymorphisms in Alectoris identified using chicken genome information
allow Alectoris introgression detection: molecular diagnostics and DNA
taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1) (2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-
0998.2009.02738.x, 205-13.

17. SNP en el gen Rhodopsin (RHO): M.E. Ferrero-Sanchez, «Desarrollo y
aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestion de la perdiz
roja (Alectoris rufa)», Tesis doctoral, 2015. Universidad de Castilla La Mancha.
18. SNP en el gen Myeloperoxidase (MPO): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J.
Canon, S. Dunner, «New single nucleotide polymorphisms in Alectoris
identified using chicken genome information allow Alectoris introgression
detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1)
(2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-13.

19. SNP en el gen Phosphodiesterase 6B (PDE6B): N. Sevane, O. Cortés, D.
Garcia , J. Canon, S. Dunner, «New single nucleotide polymorphisms in
Alectoris identified using chicken genome information allow Alectoris
introgression detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol.
Ecol. Res. 10 (1) (2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-
13.

20. SNP en el gen CG3869_1 (CG3869_1): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J.
Caidn, S. Dunner, «<New single nucleotide polymorphisms in Alectoris
identified using chicken genome information allow Alectoris introgression
detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1)
(2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-13.

21. SNP en el gen Spectrin Beta Non-Erythrocytic 1 (SPTBN1): N. Sevane, O.
Cortés, D. Garcia, J. Candén, S. Dunner, «New single nucleotide

polymorphisms in Alectoris identified using chicken genome information
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allow Alectoris introgression detection: molecular diagnostics and DNA
taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1) (2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-
0998.2009.02738.x, 205- 13.

22. SNP en el gen Cytochrome B (Cyt-B): F. Barbanera, J.J. Negro, G. Di
Giuseppe, F. Bertoncini, F. Cappelli, F. Dini, «Analysis of the genetic structure
of red-legged partridge Alectoris rufa, galliformes populations by means of
mitochondrial DNA and RAPD markers: a study from Central Italy», Biol.
Conserv. 122 (2) (2005) 275, https://doi.org/10.1016/j. biocon.2004.07.017.

23. SNP en el gen Beta-globin (HBB): N. Sevane, O. Cortés, D. Garcia, J.
Caidn, S. Dunner, «<New single nucleotide polymorphisms in Alectoris
identified using chicken genome information allow Alectoris introgression
detection: molecular diagnostics and DNA taxonomy», Mol. Ecol. Res. 10 (1)
(2010) https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2009.02738.x, 205-13.

24. SNP en la region mitochondrial D-loop (SNPDLOOP2): N. Enriques, M.
Martinez-Fresno y J. J. Fuentes. 2010. Método para la identificacion de linajes
maternos de perdiz roja (Alectoris rufa), perdiz turca (Alectoris chukar) y
perdiz griega (Alectoris graeca). Patente de invencion 2 323 200.

25. SNP en el gen citocromo b (MT-CYB): J. A. Blanco-Aguiar, P. Gonza lez-
Jara, M. E. Ferrero, |. Sanchez-Barbudo, E. Virgds, R. Villafuerte, J. A. Davila.
2008. Assessment of game restocking contributions to anthropogenic
hybridization: the case of the Iberian red-legged partridge. Animal
Conservation, 11: 535-545.

26. Microsatélite 1F32 (Microsatélite Aru1F32). M. E. Ferrero. 2016. Desarrollo
y aplicacion de marcadores genéticos para el estudio y gestion de la perdiz
roja (Alectoris rufa). Tesis doctoral. Universidad de Castilla-La Mancha.

27. Microsatélite Aru 1H15. F. Casas, F. Mougeot, I. Sanchez-Barbudo, J. A.

Davila, J. Vihuela. 2012. Fitness consequences of anthropogenic
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hybridization in wild red-legged partridge (Alectoris rufa, Phasianidae)
populations. Biological Invasions, 14: 295-305.

28. Marcador microsatelital Aru 1168 (Microsatélite Arull68). F. Casas, F.
Mougeot, |. Sanchez-Barbudo, J. A. Davila, J. Vihuela. 2012. Fitness
consequences of anthropogenic hybridization in wild red-legged partridge
(Alectoris rufa, Phasianidae) populations. Biological Invasions, 14: 295-305;
M. E. Ferrero. 2016. Desarrollo y aplicacion de marcadores genéticos para el
estudio y gestion de la perdiz roja (Alectoris rufa). Tesis doctoral.

Universidad de Castilla-La Mancha.

6.2 Codorniz comun (Coturnix coturnix)

Secuencia mitocondrial:

Randi, E., Lucchini, V. Organization and Evolution of the Mitochondrial
DNA Control Region in the Avian Genus Alectoris . J Mol Evol 47, 449-462
(1998). https://doi.org/10.1007/PL00006402

Barilani M, Deregnaucourt S, Gallego S et al. (2005) Detecting
hybridization in wild (Coturnix c. coturnix) and domesticated (Coturnix c.
japonica) quail populations. Biological Conservation, 126: 445-455.
Sanchez-Donoso |, Huisman J, Echegaray J, Puigcerver M, Rodriguez-
Teijeiro JD, Hailer F et al. (2014a) Detecting slow introgression of invasive
alleles in an extensively restocked game bird. Frontiers in Ecology &
Evolution 2: 00015

Sanchez-Donoso |, Rodriguez Teijeiro JD, Quintanilla I, Jiménez-Blasco |,
Sarda-Palomera F et al. (2014b). Influence of game restocking on the
migratory behaviour of the common quail, Coturnix coturnix.

Evolutionary Ecology Research 16: 493-504.
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Marcadores multialélicos (microsatélites) autosémicos no ligados:

GUJ0001, GUJO017, GUJ0028, GUJO039, GUJ0044, GUJO057, GUJO065,
GUJ0074, GUJ0085, GUJ0093 y GUJ0097.

Kayang BB, Inoue-Murayama M, Nomura A, Kimura K, Takahashi H,
Mizutani M, Ito S. Fifty microsatellite markers for Japanese quail. J Hered.
2000 Nov-Dec;91(6):502-5. doi: 10.1093/jhered/91.6.502. PMID: 11218092.
Kayang BB, Inoue-Murayama M, Hoshi T, Matsuo K, Takahashi H, et al.
(2002) Microsatellite loci in Japanese quail and cross-species
amplification in chicken and guinea fowl. Genet Sel Evol 34: 233-253.
Kayang BB, Vignal A, Inoue-Murayama M, Miwa M, Monvoisin JL, et al.
(2004) A first-generation microsatellite linkage map of the Japanese quail.
Anim Genet 35: 195-200.

Sanchez-Donoso |, Vila C, Puigcerver M, Butkauskas D, de la Calle JRC,
Morales-Rodriguez PA, Rodriguez-Teijeiro JD (2012) Are farm-reared
quails for game restocking really common quails (Coturnix coturnix)?: a

genetic approach. PLoS ONE 7: e39031.

35



% GOBIERNO MINISTERIO

PESCAY ALIMENTACION

& o
E P—%—\b DE ESPANA DE AGRICULTURA.
- -

7. Referencias bibliograficas

Barilani M, Derégnaucourt S, Gallego S, Galli L, Mucci N, et al. (2005)
Detecting hybridization in wild (Coturnix c. coturnix) and domesticated
(Coturnix c. japonica) quail populations. Biological Conservation 126: 445-455.
Broggini C, Membrillo A, Carranza J (2020). “An open platform system based
on SNP type genetic markers for discrimination between Alectoris rufa and
Alectoris chukar”. Molecular and Cellular Probes 54, 101673.
https://doi.org/10.1016/j.mcp.2020.101673

Broggini C, Membrillo A, Carranza J, et al. (en preparacion). “An open
platform system based on SNP type genetic markers for discrimination
between Coturnix coturnix and Coturnix japonica”.

Davila José A., IREC, Fundacion Biodiversidad, 2002. “Marcadores genéticos
de la perdiz roja”.

Garrido J.L. FEDENCA 2011. “Estudio de los métodos genéticos para determinar
hibridacién en la perdiz roja”.

Sanchez Donoso et al. 2012. “Are farm-reared quails for game restocking
really common quails (Coturnix coturnix)?: A genetic approach” PLoS ONE7:

null.DOI 10.1371/journal.pone.0039031

36


https://doi.org/10.1016/j.mcp.2020.101673

# o= * GOBIERNO MINISTERIO
) Q DE ESPANA DE AGRICULTURA.
& a PESCAY ALIMENTACION

8. Anexo |

Avances en la tecnologia SNP, para codorniz comun

El sistema es equivalente al actual para la perdiz roja, y consta de 26 marcadores
moleculares (24 nucleares y 2 mitocondriales) de tipo SNP escogidos como
marcadores diagndstico con frecuencias fijadas en alelos diferentes para las
especies consideradas. Estos marcadores se han implementado en una plataforma
OpenArray® que aumenta la fiabilidad y disminuye sensiblemente costes y tiempo
(asumiendo lotes de 92 muestras mas controles en cada tanda).

La siguiente tabla, representa las frecuencias alélicas de los 24 marcadores
nucleares. Los dos marcadores mitocondriales tienen frecuencias alélicas fijadas en
todas las muestras testadas.

El sistema se encuentra ya disponible para su aplicaciéon en la UIRCP (Universidad
de Cérdoba), y el articulo cientifico de referencia esta en fase de preparacion para

su publicacion (Broggini, Membrillo, Carranza, et al.).
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Tabla 1. Frecuencias alélicas de los 24 SNP nucleares en muestras de referencia Coturnix coturnix, Coturnix japonica e hibridos

M| ML | MIS | MI9 [ M2 | M30 | M33 | M36 | M3 | MAL | M43 | M44 | MAT | MAS | MAL2 | MAILLL | MA126 | MAI30 [ MAI45 | MA163 | MB27 | MB30 | MB64 | MBI20
Frecuenciajaponica [ A | 1 6| [ CIL000 Al JC| YT ]1fC] YC{I[A[L{AJLJC]L]JAJLJA[L)CIL)T]IfA[LfT{IfA[L[G]L]AJL]JC|IT]JAJL)C|TI]C]1T
Frecuenciajaponica | T| Of C| Op T 0000 T| O T O C{OfT| OfT{OfG[O[GJOJTJOJGIOJG|O)T{OJCIOfT[O[A[OfT{O[C]OJG|OJG|OJG[O)T|[O]T]|O
Frecuencia hibrida | A | 05| G | 08 C 038 A [ 07f C{O7f T {09 C{ O C| L] A[O8 A| 1) C[O8] AJOAL AJOS] CIO8[ T|O6[AOAf T[L[A[OIG]|LT]A]0I] C|OT]A[OT)C[04] C|O6
Frecuencia hibrida | T | 05| C | 02f T1063f T [ 03f T [ 03{ C{OL| T{ QY T[0]G[03G6[0])T{02]G|06]G |01 T|02f CJOA[TIO6[A[Of[T O] C|]O]G[0L]G[03]G[03])T][06]T]|04
Frecuencia coturnix | A | 0l G | O C{O0f A| OfC| OQTJOJC|] OQCJOJA| OQA[OJCIOJAJO[AJOfC{OfT]O[AJOJTJOJAJOJG[OJAJOJC]OfAJOfC]OfC]D
Frecuenciacoturnix | T| 14 C| Y T{LOOQ T{ YT YO LT QU LG G TG 1[G 1fT{L1{C]L{T]LJAJL]T|IL)CIL]G[L]G[T[G[1[T][1fT]|!I




