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RESUMEN

Hemos investigado las relaciones evolutivas entre las 10 subespecies
reconocidas de Rupicapra, clasificadas en dos especies: R. pyrenaica, con
las subespecies parva, pyrenaica, y ornata, y R. rupicapra, con cartusiana,
rupicapra, tatrica, carpatica, balcanica, asiatica, y caucasica. Se estudié la
variacién para microsatélites y para el citocromo 4. El andlisis de micro-
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satélites mostré una profunda divergencia entre las dos especies reconoci-
das. Las distancias genéticas entre pares de subpoblaciones estdn altamente
correlacionadas con las distancias geogréficas. Hemos identificado 3 linajes
del citocromo &: clado Oeste en Iberia y Alpes occidentales, Central en los
Apeninos y el Macizo de Chartreuse y Este en las poblaciones al este de los
Alpes. Contrariamente a la sistemdtica actual, la filogenia del citocromo &
sugiere la clasificacién del rebeco en una sola especie, R. rupicapra, dado
que las dos especies propuestas son polifiléticas. Se ha identificado acciden-
talmente un pseudogén nuclear del citocromo 4. El andlisis filogenético
de las secuencias mitocondriales y nucleares muestra la concurrencia de
linajes altamente diferenciados antes de las glaciaciones. Las fuertes oscila-
ciones climdticas del Cuaternario deben haber llevado a expansiones y con-
tracciones de rango y consecuentemente a periodos alternos de contacto y
aislamiento de linajes diferenciados. La barrera alpina ha tenido un papel
importante en la diferenciacién Este-Oeste.

Palabras clave: rebeco, Rupicapra, filogeografia, glaciaciones, DNA mi-
tocondrial, taxonomfa.

ABSTRACT

We investigate the evolutionary relationships between 10 recognised cha-
mois subspecies using microsatellite markers and mitochondrial cytochrome b
gene. Traditionally the genus Rupicapra has been classified into 2 species: R.
pyrenaica, with subspecies parva, pyrenaica, and ornata, and R. rupicapra,
with subspecies cartusiana, rupicapra, tatrica, carpatica, balcanica, asiatica
and caucasica. The microsatellites analysis indicated a deep divergence between
the two recognised species. Genetic distances between pairs of populations were
highly correlated with geographical distance. We identified 3 cytochrome b li-
neages: Clade West in Iberia and Western Alps; Clade Central in the Apennines
and the Massif of Chartreuse; and Clade East present in populations to the
east of the Alps. In contrast to the current systematics of the genus, phylogenies
based on the cytochrome b suggest the classification of the 10 subspecies of cha-
mois into a single species R. rupicapra, given that the 2 proposed species were
polyphyletic. A nuclear pseudogene of cytochrome b was identified by chan-
ce. Phylogenetic analysis of nuclear and mitochondrial sequences shows the
concurrence of highly differentiated lineages before the different glaciations.
The strong climatic oscillations of the Quaternary must had led to expansions
and contractions of population ranges creating successive contact and isolation
events between the already differentiated lineages. The alpine barrier has pla-
yed a substantial role in West-East differentiation.

Key words: chamois, Rupicapra, phylogeography, ice ages, mtDNA, taxo-
nomy.
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1. INTRODUCCION

1.1. Clasificacién taxonémica y distribucién actual.

El rebeco pertenece a la subfamilia Caprinae, dentro de la familia Bo-
vidae. Las relaciones entre los distintos linajes de la subfamilia son to-
davia objeto de discusién (Hassanin y Douzery 1999). La clasificacién
taxonémica del genero Rupicapra ha sido también sometida a continua
revisién. Carolus Linnaeus en su “Systema Nature” (1758) agrupaba al
rebeco junto con las cabras, al observar similitudes tanto en cornamenta
como en denticién, nombridndolo Capra rupicapra. Fue Henri de Blainvi-
lle (1816), naturalista francés, quien proporcioné género propio al rebeco
(Rupicapra rupicapra); ademds estableci6 el orden de los Artiodactilos tal
como es aceptado hoy en dia. Pero, incluso a este nivel, la sistemdtica no
estd definitivamente establecida, pues actualmente se propone que el orden
pase a nombrarse Cetartioddctilos al reunirse el orden de los Cetdceos y los
Artiodictilos (Price et al. 2005).

En cuanto a la clasificacién de las poblaciones de Rupicapra, en 1845
el zodlogo francés Charles Lucien Bonaparte (sobrino de Napoledn) des-
cribié al rebeco pirenaico, otorgdndole un nombre especifico propio (Ru-
picapra pyrenaica). En 1913 Lydekker agrupaba a todas las poblaciones
de rebeco en una tdnica especie Rupicapra rupicapra. Camerano, un ano
después, hacia referencia a tres especies diferentes: R. pyrenaica, en la pe-
ninsula Ibérica, R. ornata, en los Apeninos y R. rupicapra en el resto de los
sistemas montafiosos de Eurasia. Couturier (1938) y Dolan (1963) acep-
taban una dnica especie, R. rupicapra, con 10 subespecies distintas (todos
ellos citados en Masini y Lovari 1988).

En la actualidad, y atendiendo a datos morfoldgicos y de variabilidad
para isoenzimas (enzimas codificados por distintos alelos de un gen, que se
pueden distinguir por su movilidad electroforética) presentados por Lovari
(1987) y por Nascetti et al. (1985), se reconocen un total de 10 subespecies
diferentes agrupadas en dos especies, Rupicapra pyrenaica presente en el
suroeste de Europa y Rupicapra rupicapra que se distribuye por el resto de
Europa y en el Cducaso. En total, el nimero de rebecos supera el medio
millén, de los cuales la mayoria corresponden a la especie R. rupicapra. En
principio, cada una de las diez subespecies de rebeco estd confinada en un
sistema montafioso (Figura 1).

La especie R. rupicapra agrupa a un total de siete subespecies que corres-
ponden a las poblaciones presentes en el centro y este de Europa. De oeste
a este tendrfamos las siguientes subespecies: cartusiana (macizo francés de
La Chartreuse), rupicapra (Alpes, principal nicleo de la especie), tatrica
(Montes Tatra), carpatica (en los Cdrpatos), balcanica (Peninsula Balcdni-
ca), asiatica (Turquia) y caucasica (Cducaso). En Europa, la poblacién total
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de esta subespecie se estimé en 440.000 individuos. Sin embargo, la tnica
poblacién grande es la de la subespecie rupicapra, mientras muchas de las
otras son raras y/o en declive (Aulagnier, 2008).

Figura 1. Distribucién actual de las poblaciones de rebeco. En claro las subespecies

de Rupicapra pyrenaica'y en oscuro las subespecies de R. rupicapra.

La poblacién de los Alpes (Rupicapra rupicapra rupicapra), estd instalada
en los paises alpinos (Francia, Suiza, Austria, Italia, Alemania y Eslovenia).
Esta subespecie, se ha introducido en la Republica Checa y también en
paises no europeos como son Nueva Zelanda y Argentina.

Las otras 6 subespecies de R. rupicapra estin representadas por pobla-
ciones mucho mds reducidas. En particular, en el macizo de la Chartreuse
vive una poblacién aislada de rebecos que recibié la categoria de subespecie,
Rupicapra rupicapra cartusiana (Couturier 1938). En este macizo tuvo lugar
una insularizacién excepcional debida al aislamiento del rebeco alpino por
un valle fluvial. Por su parte, la subespecie R. 7. balcanica estd muy fragmen-
tada en pequefias subpoblaciones. La subsepecie R. r. tatrica esta representa-
da por menos de 200 individuos y se ha catalogado como “en peligro critico”
(Critically Endangered, CR) en el ano 2000 (Aulagnier et al. 2008).

La especie R. pyrenaica agrupa a los rebecos del suroeste de Europa. En
total estd representada por actualmente por mds de 50.000 individuos. Se
distinguen las subespecies parva (Cordillera Cantdbrica), pyrenaica (Piri-
neos) y ornata (Abruzzos).

El rebeco de los Abruzzos (Rupicapra pyrenaica ornata), habita en la
cordillera de los Apeninos, concretamente en el macizo de los Abruzzos, en
Italia central. La subespecie R. p. ornata estd estrictamente protegida por la
legislacién internacional, esta incluida en el Apendice II de la Convencién
de Berna y en el Anexo IV de la Directiva de Habitats y Especies de la
Unién Europea (Herrero et al. 2008).

El rebeco de los Pirineos (Rupicapra pyrenaica pyrenaica) se distribuye
por gran parte de la vertiente meridional de este macizo montafioso y se
calcula que su nimero pasa de los 40.000 ejemplares.
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Por lo que se refiere al rebeco cantdbrico (Rupicapra pyrenaica parva
Cabrera 1910) y debido a la intensiva caza que sufrié en la primera mitad
del siglo XX, la poblacién original se fragmenté y desaparecieron las pobla-
ciones marginales (Nores y Vizquez 1987). El nucleo oriental se extiende
por las provincias de Asturias, Cantabria, Ledn y Palencia. Este nicleo estd
formado por unos 15.000 individuos. En la vertiente occidental, consti-
tuida por unos 1.000 rebecos, se extiende por varias zonas de la Reserva
Regional de Caza de Somiedo en Asturias y los terrenos limitrofes de la
provincia de Leén (Ballesteros 1998).

1.2. Paleontologia del género.

Los primeros fésiles de la subfamilia Caprinae corresponden al Mioceno
superior, hace unos 10 millones de anos (Alcald y Morales 1997; Gentry
2000). Al contrario que la mayoria de los bévidos, el registro f6sil de los
caprinidos es relativamente pobre debido a los hdbitats montafiosos en
que han evolucionado (Simpson, 1945). La mayoria de los paleontélogos
creen que los Caprini se originaron en Asia, pero Ropiquet y Hassanin
(2005) consideran que su origen no estd claro dado que la distribucién de
los caprinidos ha sido modificada de una forma muy importante durante
el Pleistoceno, debido a las glaciaciones y grandes cambios climdticos que
han tenido lugar.

Los fésiles de los parientes mds proximos del rebeco son extremadamen-
te raros y dispersos, adn en relacién a otros caprinidos (Masini y Lovari
1988). Por ello existen opiniones diversas y contradictorias sobre las rela-
ciones filogenéticas entre las pocas formas vivientes y las muchas formas
fésiles descritas. Se propuso que Phachygazella grangeri, que habité el cen-
tro y sur de Asia a principios del Plioceno (hace unos 5 millones de afios),
pudo ser una forma de rupicaprinido préxima al ancestro del rebeco (The-
nius y Hofer 1960). Sin embargo, especies préximas como Neotragocerus
en Norteamerica y Myotragus en las Islas Baleares ya se habian dispersado
en el Plioceno temprano, posiblemente a partir de un ancestro del Mioce-
no (Masini y Lovari 1988).

Los escasos datos paleontolégicos disponibles apuntan a que el género
Rupicapra perteneceria, junto con el {6sil europeo Procamptocerasy quizd el
fésil norteafricano Numidocapra , a una rama filética ya diferente durante
el periodo Villafranchiano (hace més de 2 millones de anos) del resto de
los rupicdpridos (Gentry 1978). Procamptoceras puede haber sobrevivido
en Europa del Este hasta el principio del Pleistoceno Medio, hace unos
800.000 afos.

Los primeros fésiles de Rupicapra propiamente dicho se hallaron en
un yacimiento prehistérico del pirineo francés, el de la gruta de Caune
d’Arago, cerca del pueblo de Tautavel y corresponden al Pleistoceno me-

74



FILOGEOGRAFIA E HISTORIA EVOLUTIVA

dio. La aparicién de fésiles de Rupicapra después de un periodo en el que
aparentemente no existfan rupicdpridos en la zona, sugiere una migra-
cién desde el este de Europa durante un periodo frio, pues sus fésiles se
encuentran asociados a la fauna de climas frios. Masini y Lovari (1988)
sugieren que el rebeco, o su antecesor directo, puede haber alcanzado
Europa durante el Pleistoceno medio o el Pleistoceno Inferior (hace, al
menos, 800.000 anos) y relacionan su migracién con los grandes cam-
bios en la fauna que tuvieron lugar durante el Villafranchiano marcado
por la llegada a Europa de olas de taxa procedentes de ambientes frios o
abiertos.

Los fésiles de Caune de 1" Arago son del final de la glaciacién de Min-
del o principios del Riss (entre 400.000 y 350.000 afos antes del presen-
te, AP). En Pirineos, el suroeste de Francia, en Provenza, Alpes italianos,
Apeninos y Hungrfa se han encontrado restos del periodo Riss (entre
300.000 y 130.000 anos AP), lo que confirmaria la dispersién europea
de Rupicapra a finales del Pleistoceno Medio. Hasta ahora la tnica do-
cumentacién conocida del rebeco durante el periodo interglaciar Riss-
Wiirm proviene de dos zonas de elevada altitud de los Alpes suizos, lo
que sugiere una restriccién del rango de distribucién del rebeco a las
zonas més elevadas. Sin embargo, durante las glaciaciones del periodo
Wiirm (80.000-12.000 afos AP), los fésiles de rebeco llegaron a ser rela-
tivamente numerosos, y con una distribucién mds amplia y continua que
en la actualidad (Masini 1985; Lovari 1987; Masini y Lovari 1988). Los
restos del Wiirm se encontraron principalmente en sitios de baja altitud
de los sistemas montafiosos principales. Esta distribucién sugiere que los
frios glaciales del Wiirm deben haber desplazado al rebeco de las grandes
alturas.

Los depésitos del Pleistoceno normalmente consisten en restos frag-
mentados de los cuales s6lo los cuernos pueden ser usados en taxonomia;
lo que dificulta la clasificacién de los rebecos fésiles (Masini 1985). Se
discute sobre la asignacién de un {ésil de los Pirineos franceses del perio-
do Riss al tipo pyrenaica o al rupicapra. Se conoce mis sobre el tipo de
los fésiles de rebeco del Wiirm y del Holoceno. Se identificaron fésiles
del Wiirm temprano en la Cordillera Cantédbrica y en los Pirineos, que
fueron clasificados como R. pyrenaica. En los Apeninos se recuperaron
fésiles posteriores, del Wiirm y del Holoceno, correspondientes al tipo
R. pyrenaica ornata. Se describié R. rupicapra en Hungria, el arco alpino
y el norte de los Apeninos en el Wiirm y en el Cducaso, en fésiles del
Holoceno.

Se ha sugerido, por tanto, que los rebecos del tipo R. pyrenaica habrian
evolucionado directamente de los individuos llegados al oeste de Euro-
pa durante el Pleistoceno Medio, mientras que R. rupicapra puede haber
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evolucionado en el este de Europa o en Asia Menor durante un tiempo
de aislamiento geografico. Posteriormente, y debido a la aridez creciente
de las regiones del Mediterrdneo y del Mar Negro, R. rupicapra se debié
extender hacia el oeste no después del final del Wiirm rompiendo el rango
de R. pyrenaica aunque no se habria extendido més alld del norte de los
Apeninos y el oeste de los Alpes. Entonces, R. pyrenaica se habria separado
en dos grupos: R. p. parvay R. p. pyrenaica por un lado y R. p. ornata por
otro (Lovari y Scala 1980; Masini 1985; Masini y Lovari 1988). Al llegar
el Holoceno, el actual periodo interglaciar, los rebecos verfan restringido
su hédbitat de nuevo y poco a poco quedarian aisladas en los puntos mds
elevados de Europa y Asia Menor.

1.3. Diferenciacién genética entre poblaciones y especies.

La diversidad genética existente en las poblaciones es la base material
de la cual dependen los procesos de adaptacién y especiacién. Los niveles
de variabilidad elevados confieren a las especies la capacidad de responder
a amenazas como pueden ser las enfermedades, depredadores o cambios
ambientales tanto a largo como a corto plazo (Amos y Harwood 1998).
Por tanto la valoracién de los niveles de variacién genética existentes en las
poblaciones, ya sean naturales o domésticas, es de gran importancia tanto
para el conocimiento de la historia evolutiva de una especie como para la
elaboracién de programas de conservacién genética. Los marcadores ge-
néticos tienen también gran utilidad de cara a la realizacién de estudios
ecoldgicos, organizacién social y paternidad.

Un aspecto importante de los polimorfismos genéticos, es que permi-
ten la comparacién directa de los niveles de diferenciacién genética entre
cualquier grupo de organismos, ya sea dentro de la especie o entre especies
diferentes. Esto nos da la oportunidad de emplear estos polimorfismos
genéticos para llevar a cabos estudios a distintos niveles a lo largo de la
jerarquia filogenética. Estos niveles irfan desde la identidad genética de un
individuo o estudios de paternidad, al estudio de la macroevolucién, o lo
que es lo mismo, el estudio de las relaciones filogenéticas entre distintas
especies, pasando por toda una serie pasos intermedios (Avise 2004).

Dentro de las utilidades potenciales del estudio de la diversidad genética
podemos destacar tres relacionadas con el estudio de la evolucién y dife-
renciacién de las poblaciones:

Subdivisién poblacional. Cuando existe subdivisién de una poblacién,
es inevitable la existencia de alguna diferenciacién genética entre las distin-
tas subpoblaciones que puede ser el resultado de que la seleccién natural
favorezca diferentes genotipos en distintas subpoblaciones pero también
de procesos aleatorios en la transmisién genética de una generacién a la
siguiente o de efectos fundadores en las subpoblaciones (Hartl y Clark
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1997). La estructura subdividida de las poblaciones ha sido revelada en
numerosas especies a partir de la utilizacién de marcadores moleculares y
parece estar influenciada por una amplia variedad de factores, entre ellos la
naturaleza del sistema de apareamiento y el nivel de intercambio genético
entre subpoblaciones (Avise 2004).

Aislamiento y diferenciacién filogeogrifica. La filogeografia busca
correlacionar la congruencia entre las historias evolutivas, demogréficas
y de distribucién de taxones con su particular asentamiento ecolégico
y geoldgico de una regién, determinando también la cronologia de su
diversificacién evolutiva (Bermingham y Moritz 1998). La Filogeogra-
fia es un campo de estudio que concierne a los principios y procesos
que gobiernan las distribuciones geograficas de las lineas genealdgicas,
especialmente aquellas dentro de especie y entre especies relacionadas.
Esta disciplina se centra explicitamente en los componentes histéricos
o filogenéticos de la estructura poblacional; cémo pudo haber sido in-
fluenciada por la deriva genética, el flujo génico, la seleccién natural u
otras fuerzas evolutivas (Avise 2004). En términos mds amplios, la con-
tribucién mds importante de la filogeografia a la biologfa ha sido destacar
las conexiones estrechas que inevitablemente existen entre la demografia,
la geografia y la genealogia y distribucién de linajes, construyendo un
puente empirico entre dos campos como son la genética de poblaciones
y la biologia filogenética.

El estudio de la diferenciacién genética entre poblaciones en relacién a
su distribucién geogrifica permite inferir los procesos evolutivos que han
llevado a que una especie presente su estructura filogeografica actual. La
distribucién geografica actual de los organismos depende tanto de para-
metros histéricos como ecoldgicos. Asi, se sabe que los periodos frios del
Cuaternario en Europa han tenido una gran influencia en la cantidad y
distribucién de la variedad genética intraespecifica tanto en plantas como
en animales (Taberlet et al. 1998). Actualmente, un niimero cada vez ma-
yor de estudios basados en polimorfismos de ADN nos da una idea de la
influencia que las glaciaciones del Pleistoceno han tenido en la expansién y
contraccién del drea de distribucién de las especies y su evolucion (Hewitt
1996; Hewitt 2004; Avise et al. 1998; Taberlet et al. 1998).

Clasificacién taxonémica y Conservacién. Una aplicacién importante
de los marcadores moleculares es la identificacién de subespecies, subdivi-
siones poblacionales naturales que se encuentran un paso por debajo del
rango de especie. Se cree que la diferenciacién genética en subespecies es
un reflejo del aislamiento geografico, en el que no existe intercambio gené-
tico entre los distintos grupos poblacionales durante un periodo de tiempo
suficiente para que la subdivisién genética de la poblacién sea reconocible
a nivel de fenotipo externo, y/o por su implicacién en la adaptacién de la
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subespecie a su medio. La combinacién de estudios morfolégicos, etolégi-
cos y moleculares ha permitido la revisién de clasificaciones en subespecies
de distintos grupos de animales (O’Brien 1994).

La filogenética molecular, estima las relaciones evolutivas entre espe-
cies y niveles jerdrquicos mds elevados utilizando marcadores moleculares.
Después de que las barreras reproductivas se han constituido y el proceso
de especiacién ha sido completado, los caracteres moleculares contindan
evolucionando de una forma mds o menos dependiente del tiempo, de
tal forma que la distancia genética entre los taxones nos da una idea de la
magnitud del tiempo evolutivo que los separa de su ancestro comun.

En el campo de la conservacién, varios son los objetivos buscados a
partir del estudio de marcadores moleculares. Por una parte la descrip-
cién de los cambios genéticos que afectan a una poblacién en peligro y
la aplicacién de estos marcadores para llevar a cabo un manejo adecua-
do de las poblaciones amenazadas (O’Brien 1994). Por otra la definicién
de las unidades y poblaciones a conservar. Se han definido dos conceptos
que son el de ESUs (Evolutionary Significant Units) o unidades evoluti-
vas significativas, y el de MUs (Management Units) o unidades de manejo
(Moritz 1994; Moritz 1996). Las MUs se corresponderian con grupos de
poblaciones demograficamente independientes, mientras que las ESUs re-
presentarfan a grupos de poblaciones histéricamente aisladas que reunirfan
en su conjunto la diversidad evolutiva de un taxén. Asi las MUs serian
las unidades adecuadas para controlar las respuestas de las poblaciones a
impactos ambientales y de manejo, mientras que las ESUs constituirfan las
unidades mds amplias que las acciones de conservacién tienden a preservar
(Moritz, 1996).

Las ESUs han sido definidas genéticamente como unidades de conser-
vacién (poblaciones o grupos de poblaciones) que muestran diferencias
significativas en las frecuencias alélicas de los loci nucleares y que son re-
ciprocamente monofiléticas para el ADN mitocondrial. Son, por tanto,
esencialmente equivalentes a las especies definidas bajo el concepto filo-
genético (Vogler y DeSalle 1994) y reflejan una separacién filogeografica
histérica. Las MUs por su parte estdn basadas en las diferencias en las
frecuencias de los alelos, sin importar las relaciones filogenéticas entre éstos
y son las unidades de conservacién a pequena escala dado que contienen la
diversidad de la especie (Moritz 1996).

La identificacién de ESUs y MUs es importante de cara al manejo de
poblaciones, especialmente cuando se realiza un manejo y recuperacién
activa de las mismas, por ejemplo mediante reintroducciones, ya que esto
nos permitird tomar decisiones en la conservacién de especies con un ma-
yor grado de informacién y evitar asi mezclar individuos de poblaciones
genéticamente divergentes (Firestone et al. 1999).
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1.4. Variabilidad genética y filogenia del género Rupicapra.

Los estudios previos de variabilidad genética y de filogenia del género
Rupicapra no son abundantes. Una serie de trabajos se limitan a estudiar
la variabilidad genética y estructura de alguna de las subespecies de rebe-
co. Asi, basindose en isoenzimas, Pemberton et al. (1989) estudiaron la
poblacién cartusiana (R. 7 cartusiana) y Pérez-Barberia et al. (1996) la
poblacién cantdbrica (R. p. parva). Esta poblacién fue también estudiada
por nuestro grupo (Pérez et al. 1996) para ADN minisatélite. Finalmente,
la poblacién de rebecos de Austria de la subespecie R. 7. rupicapra, ha sido
ampliamente estudiada mediante ADNmt e isoenzimas (Schaschl et al.
2003). También se han llevado a cabo estudios de variabilidad genética en
loci del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en las subespecies
parvay pyrenaica (Alvarez-Busto et al. 2007) y en el rebeco alpino (Schas-
chl et al. 2004; Mona et al. 2008). Todos estos trabajos demostraron, en
mayor o menor medida, una estructuracién de las poblaciones de rebeco
en subpoblaciones.

Los estudios sobre taxonomia y filogenia del género Rupicapra son es-
casos. Lovari y Scala (1980, 1984) han revisado la clasificacién del género
sobre la base de caracteres morfolégicos. Algunos articulos comparan dos
o tres de las subespecies propuestas para /oci enzimdticos (Nascetti et al.
1985) o para ADNmt (Hammer et al. 1995; Randi et al. 2002; Kmet et
al. 2002). Estos trabajos estdin muy limitados por el reducido nimero de
muestras utilizado.

En los trabajos que presentamos a continuacién, liderados por nuestro
grupo en la Universidad de Oviedo, se estudia la diversidad poblacional,
filogeografia y taxonomia del género Rupicapra mediante el estudio del
ADN. Se analizan distintos tipos de marcadores, ADN nuclear micro-
satélite (Pérez et al. 2002), ADN mitocondrial (Rodriguez et al. 2009)
y un pseudogén (copia no funcional de un gen) mitocondrial que hemos
identificado en el niicleo (Rodriguez et al. 2007). Estos tres tipos de mar-
cadores, que se describirdn con mds detalle en el apartado de Material y
Métodos, presentan distintas caracteristicas que los hacen ttiles para estu-
diar los sucesos evolutivos que han tenido lugar a distintos tiempos antes
del presente. La informacién obtenida mediante microsatélites permite
hacer inferencias a niveles bajos de diferenciacién tal como poblaciones
geogrificamente aisladas. El ADN mitocondrial permite estudiar niveles
superiores de diferenciacién, es idéneo para estudios filogeogréficos al ni-
vel de subespecie y de especies préximas. En taxonomia, la variacién para
ADNmt estd siendo muy utilizada dltimamente para valorar la clasifica-
cién intraespecifica. Dado que las mutaciones se acumulan en los linajes
de organismos a lo largo del tiempo, se podria hacer un simil con un reloj
en el que las secuencias microsatélite representarian el segundero y el ADN
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mitocondrial representaria el minutero. Asi el ADNmt es ttil en tiempos
de divergencia del orden de centenas de miles de afios, mientras que los
microsatélites lo son para tiempos de decenas de miles de afios. Por dltimo,
se ha estudiado ademds la variacién en secuencia para un pseudogén mi-
tocondrial identificado en el nicleo. La acumulacién de mutaciones en el
nicleo es mucho mds lenta que en la mitocondria, siguiendo con el simil
del reloj, el cambio de secuencia en el nicleo representaria la aguja de las
horas. Por ello, un gen transferido al niicleo queda “congelado” sin sufrir
apenas cambios respecto a la copia originalmente transpuesta por lo que
puede ser considerado como un fésil viviente del gen mitocondrial.

Los objetivos que perseguimos con estos trabajos son estudiar los efectos
de los cambios histéricos y geograficos en la diversificacién de las espe-
cies y poblaciones actuales de rebeco. Atendiendo a la distribucién geo-
gréfica actual de los distintos linajes genéticos se pueden inferir sucesos
de fragmentacién y aislamiento de poblaciones y grandes migraciones, y
relacionarlos con los grandes cambios climdticos que tuvieron lugar en
Europa en el Cuaternario. Esta informacién se puede comparar con otros
estudios filogeograficos y tratar de llegar a conclusiones mds generales so-
bre la evolucién y la especiacién. Por otro lado, la comparacién de las
distintas subespecies de rebeco para marcadores genéticos permite analizar
las discontinuidades entre grupos y relacionarlas con las discontinuidades
observadas a nivel morfolégico, que originalmente se utilizaron para defi-
nir los distintos grupos taxonémicos, contribuyendo asi a la clasificacién
taxonémica. En dltimo término, el andlisis de la diversidad genética de las
distintas poblaciones permite valorar la endogamia sufrida por las mismas
y su capacidad de adaptacién. El andlisis de la distribucién de la diversidad
dentro de poblacién nos proporciona ademds informacién sobre su es-
tructura mds o menos fragmentada. Toda esta informacién tiene también
relevancia desde el punto de vista de la conservacién.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Muestras.

En total se analizaron 239 muestras de rebeco pertenecientes a las 10
subespecies reconocidas. Estas muestras fueron coleccionadas en la Uni-
versidad de Oviedo (156) y en la Universidad de Viena (83) que participd
en el estudio de ADN mitocondrial. Las muestras fueron donadas por
una variedad de personas e Instituciones que van desde bidlogos y uni-
versidades a asociaciones de cazadores, guardas de caza o taxidermistas.
El tipo de muestra fue también de lo més heterogéneo dependiendo del
lugar de procedencia y de la facilidad para conseguir uno u otro tejido. Se
dispuso de muestras de higado, musculo, piel, pelo, diente o hueso. Las
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muestras de higado, musculo o piel fueron fijadas en alcohol 95% para su
posterior traslado al laboratorio. Las muestras de hueso o diente se nos re-
mitian, una vez descarnadas, sin ningin tipo de medida especial de conser-
vacién. Para el andlisis de ADN microsatélite se dispuso de 147 muestras
(véase la Tabla 1) entre las que no estaban representadas las subespecies
R. 1. cartusiana'y R. r. asiatica 'y otras como R. r. tatrica'y R. p. ornata lo
estaban pobremente. Para el andlisis de ADN mitocondrial, gracias a la
colaboracién con otras universidades, pudimos contar con muestras de las
10 subespecies (véase la Tabla 2). El nimero de muestras analizado para
ADN microsatélite fue de 147, mientras que para ADN mitocondrial se
analizaron 189 muestras, 97 de las cuales fueron incluidas en el estudio de
los dos tipos de marcadores.

2.2. Marcadores de ADN.

ADN microsatélite. Los marcadores microsatélites, también llamados
STR (del inglés Simple Tandem Repeats, Repeticiones Simples en Tédn-
dem) fueron descritos por primera vez en 1989 (Tautz 1989). Son mar-
cadores nucleares que se caracterizan por poseer unidades repetidas de un
motivo de 1-6 pares de bases, variando el nimero de repeticiones de un
marcador entre 10 y 60 por regla general. Debido a su excepcional va-
riabilidad y facilidad de andlisis estdn considerados como los marcadores
genéticos mds poderosos para el andlisis intrapoblacional y comparacién de
poblaciones de una especie (Goldstein y Pollock 1997). Es tipico observar
marcadores con més de diez alelos y en algin caso se han encontrado hasta
56 alelos en un solo marcador.

Los marcadores microsatélite se han hecho muy populares por su utiliza-
cién en la identificacién individual en genética forense o en investigaciones
policiacas y también en pruebas de paternidad. Presentan gran nimero de
ventajas técnicas como su facilidad de obtencién, su distribucién a lo largo
de todo el genoma y las minimas cantidades de ADN necesarias (incluso
partiendo de ADN muy degradado) que los convierten en los marcadores
mds utilizados actualmente para andlisis de poblaciones.

En nuestros estudios sobre rebeco hemos adaptado marcadores micro-
satélites que habian sido descritos en cabra (15 marcadores) y vaca (15
marcadores) para su utilizacién en rebeco. De los 30 marcadores probados
hemos rechazado 7 de manera que los andlisis filogenéticos se hicieron con
23 marcadores microsatélite.

ADN mitocondrial. En animales superiores, el ADN mitocondrial
(ADNmt) es una molécula pequefia y circular de un tamano de 16-20 ki-
lobases. Estd formada por 37 genes relacionados con la oxidacién y ademds
hay una regién conocida como lazo-D (D-loop), que es el sitio de inicio de
la replicacién y transcripcidn.
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Esta molécula presenta unas propiedades muy deseadas e ideales a la
hora de realizar andlisis filogenéticos (Avise et al. 1987) como son:

- Estd distribuida universalmente (en todos los organismos superiores),
pudiendo hacer comparaciones homdlogas entre una gran variedad de
0rganismos.

- Fdcil de aislar y analizar.

- Tiene una estructura genética simple.

- Evoluciona a un ritmo bastante alto; hasta 15 veces mds rdpido que el
ADN nuclear.

- Se hereda estrictamente por via materna.

El ADN mitocondrial ha proporcionado a los evolucionistas una herra-
mienta extensiva y de fécil acceso adecuada para hacer inferencias geneald-
gicas a un nivel intraespecifico o entre especies préximas. El ritmo rdpido
de sustitucién nucleotidica (sustitucién de una base por otra en el ADN
de un linaje) respecto a las secuencias nucleares junto con el tipo especial
de herencia materna sin recombinacién, ofrece ventajas para el andlisis fi-
logenético.

Con la llegada de la secuenciacién del ADN mediada por PCR (del
inglés polymerase chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa),
los andlisis de poblaciones basados en ADNmt se han multiplicado y en la
actualidad son los mds utilizados en estudios de filigeografia y evolucién
de especies préximas.

Para nuestro andlisis hemos utilizado un fragmento de 349 pares de
bases del gen mitocondrial que codifica para el citocromo .

Numts; pseudogénes de origen mitocondrial. En ocasiones existe
ADN, homélogo al ADN mitocondrial (ADNmt) pero integrado en el
genoma nuclear (descrito por primera vez en 1967 por Du Buy y Riley).
Estas copias de genes mitocondriales localizadas en el niicleo (Numts) han
perdido su funcién y son por lo tanto lo que se denomina pseudogénes
(secuencias que parecen genes pero no lo son porque han perdido su fun-
cién). Los pseudogénes acumulan mutaciones sin el filtro de la seleccién
natural.

En los estudios filogenéticos se produce a veces la inclusién no inten-
cionada de pseudogénes cuando una especie tiene Numts pardlogos a la
regién de ADNmt de interés. Esto se debe a que los cebadores usados en la
PCR podrén hibridar con los Numts tanto o mds que con la secuencia mi-
tocondrial y en ese caso el producto amplificado serd el pseudogén nuclear.
La presencia inadvertida de Numts puede llevar a la realizacién de filoge-
nias moleculares, que aunque sean creibles y bien soportadas estadistica-
mente, son en realidad incorrectas. Por ejemplo, se han confundido Numts
humanos con ADNmt de dinosaurio al amplificar como contaminantes y
no ser reconocidos (Zischler et al. 1995a).
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A pesar de todos los problemas pricticos que pueden acarrear, los Numts
pueden ser usados como marcadores genéticos como propuso Arctander
(1995):

La presencia de un Numt en un locus especifico puede ser usada como
marcador genético, pues si estd en mds de un taxén indica que poseen
un ancestro comun. La presencia o ausencia de Numts en /Joci especificos
servirfan para determinar el orden de ramificacién filogenética de diferen-
tes especies. Los ndmeros de copias de Numt pueden también ser usados
como marcador genético en variedades de plantas, tal y como se hace con
los elementos transponibles.

Los Numts pueden usarse para trazar estados ancestrales de ADNmt
en determinados sitios nucleotidicos (Lopez et al. 1997; Lii et al. 2002).
El conocimiento independiente de estos estados ancestrales puede ayudar
a resolver filogenias mitocondriales donde existan ambigiiedades. Esto es
particularmente til en humanos, donde se han usado Numts para enraizar
filogenias de poblaciones (Zischler et al. 1995b).

En nuestros andlisis del gen del citocromo & de rebeco nos encontra-
mos con secuencias que presentaban una mutacién de cambio de pauta
de lectura. Estas mutaciones resultan letales dado que cambian totalmente
la proteina que consecuentemente pierde su funcionalidad. El estudio de
estas secuencias permitié demostrar que se trataba de copias no funciona-
les del gen que se habia transpuesto al nicleo (pseudogén), permaneciendo
una copia funcional en la mitocondria. El pseudogén del citocromo 6,
accidentalmente identificado, fue posteriormente incluido en el andlisis de
la historia evolutiva del rebeco.

2.3. Técnicas experimentales.

En general las técnicas utilizadas para el estudio consisten en la extrac-
cién de ADN, la amplificacién de las secuencias de interés utilizando ce-
badores especificos y aplicando la técnica de la “reaccién en cadena de la
polimerasa” (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) y el andlisis de
los productos de la amplificacidn, ya sea andlisis del tamafo del producto
obtenido, ya sea su secuencia.

Extraccién de ADN. Se utilizaron distintos protocolos de extraccién
de ADN en funcién del tejido disponible en cada caso. Bdsicamente, los
métodos para aislar ADN consisten en romper las células, degradar las
proteinas mediante enzimas y detergente, y precipitar el ADN con alco-
hol. En general, debido al tipo de muestras disponibles, se obtiene ADN
muy fragmentado y en baja concentracién que sélo es vélido para analizar
secuencias de pequeno tamano por PCR.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica fue in-
troducida por Mullis en 1985 (en 1993 este descubrimiento le valié el
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Premio Nobel) y revoluciond la biologia molecular. La técnica consiste
en obtener un gran nimero de moléculas de un fragmento particular y
pequeiio de ADN partiendo de cantidades minimas de molde y unos
cebadores especificos de la secuencia concreta de ADN que se quiere
amplificar.

Andlisis del tamafio de fragmentos de ADN. En el caso de los mar-
cadores microsatélites las diferencias se revelan como diferencias en el ta-
mafio de los fragmentos amplificados. La determinacién del tamafio se
hizo por electroforesis capilar. Los fragmentos amplificados se someten a
un campo eléctrico que les hace correr por un capilar a distinta velocidad
dependiendo de su tamafo.

Secuenciacién de ADN. En la actualidad las técnicas de secuenciacién
resultan rédpidas y relativamente baratas. Tras la amplificacién por PCR, los
fragmentos del gen del citocromo & (o en su caso el pseudogén del citocro-
mo b) fueron secuenciados por el método de la terminacién de cadena con
terminadores fluorescentes en un secuenciador automdtico.

3. RESULTADOS

Como hemos dicho, los distintos marcadores utilizados, microsatélites,
gen mitocondrial del citocromo &y pseudogén nuclear del citocromo &
presentan distintas tasas evolutivas y por tanto nos hablan de la historia
evolutiva del rebeco en distintas épocas, desde las més recientes hacia las
mds remotas. Presentaremos los resultados en ese orden.

3.1. Andlisis de la variacién para marcadores microsatélite

Los datos sobre variabilidad en las distintas poblaciones de rebeco para
los 23 marcadores microsatélites incluidos en el estudio se presentan en la
Tabla 1. El nimero medio de alelos por locus fue de 7,78. En conjunto 3
marcadores resultaron monomérficos y considerando tinicamente a la po-
blacién cantbrica, 6 marcadores fueron monomérficas. El nimero total
de alelos fue 179, de ellos 132 estdn presentes en R. pyrenaicay 148 en R.
rupicapra.

Las heterocigosidades esperadas (igual a la diversidad en diploides) va-
rian entre 0,38 y 0,51. En general, las heterocigosidades observadas son
ligeramente més bajas que las esperadas, indicando asi un exceso gene-
ral de homocigotos, que en el caso de las subespecies R. 7. carpatica y
R. 7. balcanica alcanza valores significativos (p<0,001). Un andlisis de va-
rianza de las heterocigosidades individuales observadas revela diferencias
entre poblaciones (Fg,3=10,28; P=4,5*10""). Las poblaciones de los Alpes,
los Pirineos y el este de la Cordillera Cantébrica son significativamente mds
variables (a= 0,05) que las poblaciones de Cérpatos, Cducaso y del Oeste

84



FILOGEOGRAFIA E HISTORIA EVOLUTIVA

de la Cordillera Cantédbrica. El dnico individuo de los Apeninos analizado
es menos heterocigoto (s6lo para dos marcadores) que cualquier otro ya sea
de las poblaciones de R. rupicapra o R. pyrenaica.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la variacién para marcadores microsatélites.

parva W 19,00 0,68 3,00 2 0,1856 37,91 36,16

‘ parva E 21,00 0,76 3,72 0,3800 44,92 45,13

Rupicapra = ongica W 24,00 0,76 4,44 12 0,1069 44,40 44,02
pyrenaica :

pyrenaica E 17,00 0,76 4,16 0,2278 43,01 39,13

ornata 1,00 0,08 1,08 2 - - 8,70

rupicapra W 18,00 0,83 4,08 2 0,3373 50,77 47,58

rupicapra E 11,00 0,83 3,71 0,1143 48,15 46,25

Rupicapra tatrica 291 079 229 1 0,7848 46,96 42,75

rupicapra carpatica 17,00 0,79 3,04 3 0,0007 37,78 30,69

balcanica 6,78 0,74 3,09 5 0,0005 48,76 35,61

caucasica 6,43 0,58 2,83 6 0,1733 37,74 32,09

n, nimero medio de individuos genotipados por locus (igual al nimero de indivi-
duos excepto en tatrica, balcanica y asiatica en que algunas amplificaciones fallaron
debodo a baja calidad del ADN); LP, proporcién de loci polimérficos; A, nimero
medio de alelos por locus; PA, nimero de alelos tnicos; P-HW, Probabilidad exacta
asociada a la hip6tesis de equilibrio de Hardy-Weinberg; He, heterocigosidad espe-

rada o diversidas en %; Ho, Heterocigosidad observada en %.

Para estudiar las relaciones entre todos los individuos y la diferenciacién
entre poblaciones se realizé un drbol filogenético (por el método de Unién
al Vecino, en inglés “Neighbor-Joining”) con 143 individuos (3 individuos
para los cuales el genotipo multilocus era incompleto fueron eliminados de
este andlisis). El drbol se basa en la proporcién de alelos compartidos por
cada par de individuos. En la Figura 2 se pueden ver importantes diferen-
cias entre aquellas subpoblaciones que pertenecen a diferentes especies.
El individuo de los Apeninos y uno de los individuos de los Balcanes, sin
embargo, no agruparon tan préximamente a su grupo especifico como el
resto de individuos. También se puede apreciar una gran diferenciacién
entre poblaciones geograficamente aisladas, reconocidas como subespecies,
e incluso entre subpoblaciones. La proporcién de la variacién (medida por
el estadistico Fgr de Wrigh) entre pares de subpoblaciones estd entre el 5%

y el 13%. En concreto, el valor de Fst para las dos subpoblaciones canti-
bricas fue de 0,13.
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——— rupicapra W ——— parva W

——— rupicapra E ——— parva E

—— tatrica ! ——— pyrenaica W
carpatica ——— pyrenaica E

balcanica ornata

——— caucasica

R. rupicapra R. pyrenaica

Figura 2. Arbol construido por el método de “unién al vecino” a partir de las distan-

cias entre todos los pares de individuos para microsatélites.

En 17 de los 23 marcadores analizados se encontraron alelos dnicos de
especie, 30 para R. pyrenaica'y 47 para R. rupicapra. De estos, solo un lo-
cus (el Jocus SR-CRSP-06) puede ser considerado como diagnéstico, pues
presenta un total de seis alelos en R. pyrenaica con un rango en tamafo
comprendido entre 143 y 153 pares de bases, mientras que en R. rupicapra
s6lo se encontraron dos alelos de tamanos 139 y 141 pb. Entre los alelos
tnicos de especie, 33 fueron ademds especificos de subespecie. Es un hecho
a destacar que la poblacién de Apeninos con sélo un individuo muestreado
presentara dos alelos tnicos.

Las relaciones entre las distintas poblaciones y subpoblaciones se anali-
zaron mediante diferentes estimadores de distancia genética, dando todos
ellos resultados similares. Cuando representamos las distancias (en este
caso se representa la distancia (Op)?* especificamente disefiada para micro-
satélites) calculadas entre pares de poblaciones y subpoblaciones frente a
la distancia geogréfica entre ellas (Figura 3), podemos ver la existencia de
una clara correlacién (r=0,66) entre ambas medidas (P=0,00034, test de
Mantel). Puede observarse que la relacién entre distancias genéticas y geo-
gréficas es similar tanto al nivel de pares de poblaciones dentro de especies
como en los pares de poblaciones entre especies, pero las distancias medias
son mayores en este tltimo caso. Del mismo modo podemos comprobar
que los pares intraespecificos que incluyen la poblacién de Apeninos mues-
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tran distancias genéticas mayores de lo que esperarfamos por sus distancias
geogréficas si nos basamos en los valores de la linea de regresién. Debemos
recordar, no obstante, que estas comparaciones incluyen un tnico indivi-
duo para la poblacién de Apeninos.

o entre suboblaciones

entre subespecies de R, pyrenaica

o entre subespecies de R rupicapra
207 20
A entre especies

(5w)?

1000
2000
2000
4000

Figura 3. Relacién entre distancias genéticas (Op)? entre pares de poblaciones y dis-
tancias geograficas.

A partir de las matrices obtenidas con las distancias genéticas se ela-
boraron distintos tipos de drboles filogenéticos (UPGMA y “Neighbor-
Joining”) que nos ofrecen el mismo resultado. El conjunto de poblaciones
analizadas se agrupa en dos ramas cada una de las cuales representa una de
las dos especies propuestas, R. pyrenaicay R. rupicapra.

El 4rbol construido a partir de las distancias genéticas (Op)? por el méto-
do UPGMA se presenta en la Figura 6 donde se puede apreciar que encaja
de una manera bastante evidente con el mapa de las 4reas de distribucién
geogrifica del rebeco.

3.2. Anailisis de la variacién para la secuencia del gen mitocon-

drial del citocromo 4.

El alineamiento de las secuencias (de una longitud de 349 nucledtidos)
en los 189 individuos mostré 20 haplotipos (o variantes de la secuencia) di-
ferentes. Los haplotipos fueron numerados consecutivamente segtin se iban
identificando. Durante la experimentacién, como ya hemos dicho, se produ-
jo la amplificacién no intencionada de un pseudogén nuclear del citocromo
b. Los nimeros 14 y 15 fueron asignados a haplotipos correspondientes al
pseudogén, de forma que los nimeros de los haplotipos mitocondriales van
del 1 al 22, excepto el 14 y el 15. En el conjunto de los haplotipos se identi-
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ficaron 27 sitios polimérficos que presentaron 27 sustituciones de bases. De
las 27 sustituciones 23 fueron del tipo “transicién” (cambio de A por G o de
C por T y viceversa, incluyen un tercio de los cambios posibles) y 4 fueron
“transversiones” (cualquiera de las otras sustituciones que representan dos
tercios de las posibles). Con respecto a su efecto sobre la proteina, 21 susti-
tuciones fueron sinénimas (la mutacién no produce cambios en la secuencia
de aminodcidos de la proteina y por tanto no altera su funcionalidad) y 6
fueron no sinénimas (mutaciones que cambian la secuencia de la proteina y
que por lo tanto pueden tener una efecto sobre la funcién de la misma). Las
medidas de diversidad (Tabla 2) fueron altas. La subespecie R. rupicapra ru-
picapra, de los Alpes, mostré una diversidad mucho mayor que el resto y en
particular la diversidad nucleotidica de la muestra procedente de Val di Susa
en los Alpes mds occidentales fue muy elevada. Las subespecies balcanica,
cartusiana 'y ornata mostraron diversidades extremadamente bajas.

Las relaciones filogenéticas entre todos los haplotipos fueron analizadas
mediante la construccién de drboles. Distintos métodos, ya sean basados
en distancia genética entre haplotipos, en maxima verosimilitud o en par-
simonia, dieron la misma topologia (Figura 4).

114

Clade East
2
S
g

tiid

Capra hircus

0.01

Figura 4. Arbol construido por el método de “unién al vecino” a partir de las dis-
tancias entre secuencias del citocromo 4, que representa las relaciones entre distintos
haplotipos. Al final de cada rama se dan los nombres abreviados de las poblaciones en
las que se identificaron los distintos haplotipos mitocondriales, en gris poblaciones

de R rupicapray en negro las poblaciones de R. pyrenaica.
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Los 20 haplotipos se dividen en tres grupos o clados (clado: una de las
ramas principales de un 4rbol evolutivo) principales que fueron denomina-
dos Clado Oeste, Clado Central y Clado Este, atendiendo a la procedencia
geogrifica de las muestras que los presentan. En el drbol se presentan tam-
bién los haplotipos correspondientes al pseudogén nuclear del citocromo &
(que comentaremos mds adelante) y un haplotipo de la cabra, Capra hircus,
COMO Erupo externo.

Las relaciones evolutivas entre los 20 haplotipos mitocondriales fueron
analizadas también mediante la construccién una red (Median-Joining Net-
work). Este método difiere de los, mds tradicionales, drboles filogenéticos
en que, al contrario que en aquellos, haplotipos presentes en la actualidad
pueden ocupar nodos intermedios. La red de haplotipos (Figura 5) muestra
el agrupamiento de los mismos en los tres grandes clados ya descritos.
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Figura 5. Red de los haplotipos de la secuencia mitocondrial del citocromo &. Las
dreas de los pasteles corresponden a frecuencias de los haplotipos y se representa la

proporcién correspondiente a cada subespecie en distintos colores.

En la figura se muestra ademis la frecuencia de los distintos haplotipos
y su distribucién geogréfica. El clado Oeste (West) estd representado por
7 haplotipos muestreados en la Cordillera Cantédbrica, los Pirineos y los
Alpes Occidentales. El clado Central esta representado solamente por 3
haplotipos muestreados en los Apeninos y el Macizo de Chartreuse, en los
Alpes franceses. Por dltimo, el clado Este (East) es el mds diverso y estd

89



EL REBECO CANTABRICO

representado por 10 haplotipos muestreados en Europa Central, los Balca-
nes, Turquifa y el Cducaso. En la Figura 6 se sintetiza la distribucién de los
tres clados principales sobre el mapa de Europa y oeste de Asia.

3.3. Relaciones filogenéticas entre el pseudogén nuclear y el gen

mitocondrial del citocromo &.

Como hemos dicho, en el estudio de las secuencias del gen del citocromo
b nos encontramos accidentalmente con un pseudogén nuclear. Vamos a
describir sucintamente cémo fue identificado el pseudogén. Al amplificar la
secuencia del citocromo &, por PCR y utilizando cebadores universales (no
especificos para rebeco) nos encontramos con haplotipos que tenfan una
insercién el la posicién 50 de la regién codificante del gen. La insercién de
un nucleétido al principio de la secuencia producia un cambio en la pauta
de lectura dando lugar al cambio de la secuencia de la proteina desde ese
punto y por tanto a una proteina no funcional. Esta informacién permite
suponer que nos encontramos con una copia no funcional del gen, lo que
se denomina pseudogén. Se conocen multiples casos, en otros organismos,
de la existencia de pseudogenes que son copia de un gen mitocondrial que
se transpuso al niicleo perdiendo su funcionalidad. En nuestro caso, hemos
comprobado la localizacién nuclear del pseudogén haciendo extracciones
diferenciales de ADN. En 8 individuos se hicieron dos extracciones de
ADN: una extraccién estdndar en la que se obtiene ADN total y una ex-
traccion especifica de ADN mitocondrial. Tal como esperdbamos, cuando
se amplifica la secuencia del citocromo & utilizando como molde el ADN
mitocondrial sélo obtenemos la copia funcional del gen, en cambio cuando
se utiliza como molde el ADN total se obtienen por PCR las dos copias
gen y pseudogén. La amplificacién accidental indeseada del pseudogén nos
obligé a disenar cebadores especificos de la secuencia del gen mitocondrial
de citocromo & de rebeco para el estudio de su evolucién. Estos cebadores
especificos producen un fragmento de 349 nucledtidos interno al fragmen-
to amplificado con los cebadores universales que era de 402 nucleétidos.

Por otro lado, el anilisis de la secuencia del pseudogén resulté ttil de-
bido a que un pseudogén mitocondrial que se transpone al niicleo puede
considerarse como un f6sil viviente. Esto es asi debido a que las tasas de
sustitucién de nucleétidos en el ndcleo de vertebrados son entre 5 y 10 ve-
ces menores que en la mitocondria. Un gen mitocondrial que se transpone
al nucleo queda “congelado” (acumulando pocos cambios) en su nueva
ubicacién y por lo tanto nos sirve para conocer estados ancestrales de la
evolucién del gen.

Se obtuvieron ambas secuencias, del pseudogén y del gen, de cada uno
de 8 individuos, 4 de la especie R pyrenaica (los 4 cantébricos) y 4 de la
especie R. rupicapra (1 del drea occidental de los Alpes y 3 de la muestra
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oriental). Del andlisis filogenético de las 16 secuencias obtenidas utilizan-
do la secuencia de Capra hircus como grupo externo se obtienen dos clados
uno correspondiente al pseudogén y otro al gen mitocondrial. En la Figura
4 se incluyen las ramas correspondientes al pseudogén. La comparacién del
ndmero medio de sustituciones por sitio entre las copias mitocondriales
con la estima correspondiente en las copias nucleares muestra una tasa
6.86 veces mayor en la mitocondria que en el ndcleo.

La comparacién entre las secuencias del pseudogén y del gen del cito-
cromo & de Rupicapra con las de las 14 especies de la tribu caprini “sensu
lato”, segin Ropiquet y Hassanin (2005), muestran que el pseudogén se
originé después de la divisién de la rama que dio lugar a Rupicapra. El
andlisis de las substituciones ocurridas en la rama del pseudogén hasta la
separacion entre las dos especies de Rupicapra muestra que todas ellas son
funcionales y que por lo tanto el pseudogén corresponde a una rama an-
cestral que estuvo “viva” hasta un momento préximo a la separaciéon de las
dos especies de Rupicapra.

4. DISCUSION

4.1. Variabilidad genética.

Atendiendo a la variacién dentro de subespecie para ADN microsatélite
en los casos en que disponemos muestras de distintas dreas, parva, pyre-
naica’y rupicapra, nos encontramos con valores de diferenciacién genética
significativos entre subpoblaciones que estdn alrededor del 10%, lo que
indica un valor moderado de diferenciacién genética, segin Wright. Si se
asume que las subpoblaciones estdn en equilibrio migracién-deriva esto
nos darfa una estima de 2.1 migrantes (Nm) por generacién. Valores de
Nm menores de la unidad darian lugar a una diferenciacién genética eleva-
da, llevando a la fijacién, por deriva, de alelos alternativos en diferentes po-
blaciones. Si Nm excede la unidad, puede originarse alguna diferenciacién,
pero no se llegan a fijar alelos alternativos. Valores de Nm mucho mayores
que uno equivaldrian a panmixia. Si con el ADN minisatélite (Pérez et al.
1996) no encontrdbamos diferencias significativas entre ambas subpobla-
ciones de rebeco cantdbrico, Los estudios enzimdticos llevados a cabo en
estas mismas poblaciones (Pérez-Barberia et al. 1996) arrojaron unos valo-
res de diferenciacién genética muy similares a los obtenidos para el andlisis
de marcadores microsatélites con un valor de F¢;=0,072. El cilculo del
migrantes en las poblaciones cantdbricas de rebeco presenta importantes
limitaciones debido a que dichas poblaciones no estdn en una situacién
estable. El nimero de generaciones transcurrido desde que existen las ba-
rreras es limitado y éstas son crecientes, con lo que presumiblemente las
subpoblaciones estdn atin en un proceso de diferenciacién.
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De los 23 /loci microsatélite utilizados para el estudio de la filogeografia
del rebeco, 20 resultaron polimérficos al considerar las 8 subespecies, tres
mids de los que habiamos encontrado cuando el estudio se habia limitado
a los individuos de la poblacién cantdbrica. El nimero de alelos por locus
fue de 7,78. Las poblaciones de rebeco, consideradas por separado, pre-
sentan una media de tres o cuatro alelos por locusy una diversidad entre el
37% y el 56%. Estas estimas de la diversidad genética de las poblaciones
son bajas si las comparamos con los valores descritos para otras especies
de artiodéctilos, ya sean de especies domésticas o salvajes, (Bancroft et al.
1995; Forbes et al. 1995; MacHugh et al.1997; Fickel y Reinsch, 2000) y
comparables a las diversidades descritas en el ciervo de América del Norte,
el wapiti (Polziehn et al. 2000). En el estudio de poblaciones asturianas
llevado a cabo con marcadores minisatélites también se observaron bajos
valores de variabilidad, comparables a los que se obtenfan para especies de
animales domésticas. Por el contrario, los niveles de diversidad nucleotidi-
ca para el citocromo &, un marcador que refleja una historia evolutiva mds
antigua, son comparables a los publicados para otros géneros de Artioddc-
tilos en Europa (Randi et al. 1998, 2004; Hundertmark et al. 2002).

Las diferencias entre poblaciones en los valores de diversidad genética,
ya sea para microsatélites o para el citocromo &, estdn relacionadas con el
tamafio de las mismas. Asi, la poblacién de los Alpes, representada en la
actualidad por muchos miles de individuos, es la que mostré mayor diver-
sidad. Por otro lado, el alto valor de diversidad nucleotidica en la pobla-
cién se puede relacionar con la mezcla de linajes diferentes que debieron
colonizar los Alpes occidentales tras las glaciaciones como ha sido sugerido
por Schaschl et al. (2003). Las subespecies ornata 'y cartusiana, clasifica-
das actualmente como “vulnerable” (Herrero et al. 2008; Alagnier et al.
2008), mostraron diversidades extremadamente bajas para el citocromo &
y el tinico individuo de los Apeninos analizado para microsatelites present6
también una bajisima heterocigosidad. Los bajos valores de diversidad en
estas subespecies se deben atribuir a su reducido tamafio de poblacién. La
subespecie ornata estuvo a punto de extinguirse por dos veces en el siglo
XX, una a principios de siglo y otra en los afios 40 (Lovari 1985) y se re-
cuperd hasta un nimero de unos 1100 animales en 20006. La subespecie
cartusiana pasé por un tamafo critico de menos de 200 individuos en los
afos 80 y se recuperd hasta alcanzar los 2000 aproximadamente, en 2006
(Aulagnier et al. 2008).

Aunque las diferencias entre las heterocigosidades observadas y espera-
das para microsatélites, fueron significativas solamente en las poblaciones
de los Cdrpatos y de los Balcanes, las heterocigosidades observadas fueron
en general més bajas de lo esperado, lo cual denota una estructura espacial
de dichas poblaciones. Si observamos el mapa de distribucién del rebeco
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en Europa (Figura 1), vemos como la distribucién de la poblacién de los
Balcanes es discontinua, con grandes distancias de separacién entre los
distintos focos de distribucién de la subespecie. Este hecho explica la exis-
tencia de una subestructura poblacional que se evidencia en la diferencia
entre la heterocigosidad observada y esperada. La estructuracién genética
de las poblaciones puede explicarse de acuerdo con la biologia y la organi-
zacién social de esta especie. Las hembras de rebeco se rednen en rebafios
que se mueven dentro de un espacio limitado. Los machos, por su parte,
viven en pequefios grupos o como individuos solitarios y frecuentemente
migran distancias superiores a los 50 Km para reproducirse (Hamr 1985).
Junto a su organizacidn social y biologfa, la distribucién espacial del rebeco
y el intercambio entre rebanos se encuentra limitada por la fuerte influen-
cia de las actividades humanas en la subdivisién del hdbitat. Ademis, las
poblaciones de rebeco que ocupan un ambiente de montana, se dividen en
dreas mds o menos continuas de distribucién donde el rebeco se organiza
en rebafios pequefos. La estructuracién de poblaciones de esta especie en
subpoblaciones es puesta de manifiesto por la diferenciacién entre mues-
tras dentro de cada poblacién. Moritz (1994) sugiere que las regiones con
frecuencias alélicas diferentes significativamente y por tanto con bajas tasas
de migracién son importantes desde un punto de vista de manejo local y
las define como unidades de manejo (MUs). Desde esta perspectiva, puede
indicarse que las subpoblaciones locales de rebeco, dentro de una misma
poblacién, son significativamente diferentes unas de otras, presentando in-
cluso alelos exclusivos, y asi es importante el prevenir posibles descensos
poblacionales con el fin de evitar la pérdida de variabilidad genética.

4.2. Taxonomia del género Rupicapra.

En la actualidad el rebeco se clasifica en dos especies, R. pyrenaica’y R.
rupicapra (Grubb 1993). Sin embargo, la taxonomia del genero ha sido ob-
jeto de revisiones continuas como ya se ha dicho. Camerano (1914) distin-
gufa la especie Rupicapra ornata ademds de las dos actualmente aceptadas.
Posteriormente las 10 subespecies fueron consideradas una sola especie por
Couturier (1938) y Dolan (1963) y, més recientemente, han sido agrupa-
das en dos especies (Nascetti et al. 1985).

El andlisis del ADN mitocondrial proporciona informacién filogenética
que es frecuentemente utilizada para diagnosticar especies usando el “con-
cepto filogenético de especie” (Vogler y DeSalle 1994). Las unidades evo-
lutivamente significativas (ESU, del inglés evolutionary significant units),
esencialmente equivalentes a las especies definidas segin el concepto filo-
genético, han sido definidas como grupos de individuos reciprocamente
monofileticos para ADN mitocondrial y que también muestran diferencias
significativas en las frecuencias alélicas de Joci nucleares (Moritz 1994).
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El anilisis de microsatélites de 8 de las 10 subespecies propuestas separé
claramente dos grupos correspondientes a las dos especies reconocidas lo
que da algtin soporte a la clasificacién actual. Sin embargo, las dos especies
reconocidas, R. pyrenaica'y R. rupicapra, fueron pohﬁletlcas (polifilético:
que tiene varias ramas de un drbol evolutivo) para el citocromo & (véase
la Figura 6). Los clados Oeste (W) y Central (C) estdn representados en
ambas especies mientras el clado oriental (E) se encuentra solamente en
R. rupicapra. Es interesante observar que R. 7. cartusiana junto con R. p.
ornata forman un clado independiente, el clado Central. La subespecie
cartusiana no estaba incluida en nuestro primer andlisis de microsatéli-
tes pero se ha descrito que presenta diferencias con otras poblaciones de
R. rupicapra con respecto a isoenzimas (Pemberton et al. 1989). En nues-
tro laboratorio estamos realizando el andlisis de esta subespecie para mar-
cadores microsatélites que ayudardn a esclarecer la situacién. La poblacién
de los Alpes italianos occidentales (R. 7. rupicapra W) es polifilética con un
haplotipo (cytb-02) perteneciente al clado E y dos haplotipos del clado W
(cytb-11 y cytb-16). El clado Oeste (W) fue identificado en 16 individuos
alpinos que agrupan junto con las poblaciones de Alpes del Este, Tatra,
Cérpatos, los Balcanes y el Cducaso en el andlisis de microsatélites. Esta
observacién es una evidencia de la hibridacién en el pasado entre las dos
especies propuestas. En conclusién, al contrario a la clasificacién actual del
genero en dos especies, la filogenia del citocromo & sugiere la clasificacién
en una sola especie R. rupicapra como habia sido considerado por Coutu-
rier (1938) y Dolan (1963). (ver Capitulo 1, sobre el nombre asignado a
la especie en este libro).

4.3. Filogeografia e historia evolutiva.

Segtin Masini y Lovari (1988), el rebeco o su antecesor directo puede
haber llegado a Europa como un inmigrante tardio durante el Pleistoceno
Inferior o el Pleistoceno Medio, desde el suroeste de Asia. El centro de
dispersién del antecesor del rebeco pudo ser una regién montafiosa al oeste
del Himalaya, y la migracién hacia el oeste debe haber tenido lugar a través
de las cordilleras del Sistema Alpino (Lovari 1987). La distribucién geo-
gréfica actual de los haplotipos del citocromo & muestra una diferenciacién
este-oeste compatible con estd hipétesis. Utilizando la tasa de sustitucién
de nucleétidos de 0.63% sustituciones por millén de afios (MA), calculada
para el citocromo & de bévidos (Hassanin y Douzery 1999), la diferencia-
cién entre los clados Este y Oeste permite hacer una estima de tiempo de
divergencia que serfa de 3.1 MA. Estos tiempos de divergencia sefialan la
presencia de antecesores de rebeco en Europa ya en el Plioceno lo que se
puede relacionar con la ocurrencia (Masini y Lovari 1988) de una rama
filética préxima al rebeco ya en el Villafranchiano.
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Figura 6. Filogeografia del rebeco. El drbol representa relaciones entre subespecies
basadas en marcadores nucleares (microsatélites) y los pasteles corresponde a la dis-
tribucién de los tres clados de la secuencia mitocondrial (citocromo 4): clado oeste

en negro, central en gris y este en blanco.

Considerando la diferenciacién entre el pseudogén y los linajes mito-
condriales nos encontramos que el pseudogén procede de un linaje mucho
mids antiguo que los linajes actuales. El tiempo de divergencia entre el lina-
je que dio lugar al pseudogén y los que nos encontramos en la actualidad
fue calculado en 6.4 MA (Rodriguez et al. 2007) lo que corresponderia al
Mioceno Superior o Principios del Plioceno; esto es, mucho antes de la
separacion de los linajes actuales. Es interesante el hecho de que todos los
cambios (sustituciones de nucledtidos) acumulados en el pseudogén hasta
el tiempo de la divergencia de las especies actuales fueron cambios propios
de un gen mitocondrial funcional. Los cambios acumulados en el pseudo-
gén después de la especiacién son los tipicos de un pseudogén, que no estd
sujeto a la seleccién natural. Esta observacién apunta a que el pseudogén
surgié a partir de un linaje mitocondrial actualmente extinto pero que
coexistié con los linajes actuales, al menos hasta el tiempo de su separacién
que coincidirfa mis o menos con la transposicién del pseudogén al niicleo.
La observacién de la transposicién relativamente reciente al niicleo de un
linaje altamente divergente parece el resultado de poblaciones que evolu-
cionan por separado, aisladas y después entran en contacto e hibridan. Este
linaje extinto fosilizado en el nicleo podria indicar la llegada a Europa de
dos ondas migratorias, una de ellas muy antigua, del final del Mioceno.
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La distribucién geogrifica actual de los linajes vivos del citocromo & se
puede relacionar con el aislamiento de las poblaciones durante las glacia-
ciones y con rutas de recolonizacién (Taberlet et al. 1998, Hewitt 2004).
Las placas de hielo de los Alpes y de los Pirineos durante los méximos gla-
ciales deben haber constituido barreras que limitaron el contacto entre po-
blaciones que ya mostraban un patrén de aislamiento por distancia previo.
El clado Oeste presumiblemente quedd aislado al sur de los Pirineos, en la
Peninsula Ibérica. El clado Central debe de corresponder al aislamiento del
rebeco, probablemente entre los Pirineos y los Alpes y el clado Este debié
de quedar aislado al este de los Alpes. La recolonizacién postglacial fue
limitada principalmente por la barrera alpina. El clado Oeste debié reco-
lonizar los Alpes occidentales y concurrié alli con el linaje venido del este
que ocupd la mayor parte de los Alpes. Las poblaciones que constituyen el
clado Central, o bien se quedaron aisladas durante los méximos glaciales
en las dreas que ocupan o la poblacién del sur recolonizé los Alpes oeste y
fue posteriormente dividida por el flujo de individuos del linaje oriental a
los Alpes occidentales.

Cuando se comparan los datos de ADN mitocondrial con los obtenidos
a partir de microsatélites se ve que para estos tltimos la distancia genética
entre pares de poblaciones depende de la distancia geogréfica indicando
la existencia de flujo genético entre poblaciones contiguas. También se
puede observar el efecto de los Alpes como barrera al flujo genético. La
imagen un poco diferente que se puede extraer de los dos tipos de marca-
dores se puede relacionar con su modo de evolucién. Los microsatélites
narran la historia reciente, de centenas o miles de afios, de las poblaciones
mientras que el ADN mitocondrial arroja luz sobre una historia mds anti-
gua (Emerson y Hewitt 2005). Las diferencias entre linajes del citocromo
b indican que se separaron antes de las grandes oscilaciones climdticas del
cuaternario. Estos datos coinciden con los estudios de filogeografia com-
parada en Europa (Taberlet et al. 1998) en que la diferencia entre linajes
se puede explicar en el contexto de la divergencia entre tres dreas (que
posteriormente constituyeron refugios) por aislamiento por distancia. Las
contracciones y expansiones de rango de las poblaciones debidas a las os-
cilaciones climdticas habrian dado lugar a la eliminacién de los haplotipos
de las zonas glaciales. La recolonizacién postglacial posterior muestra una
zona de sutura en los Alpes donde los distintos linajes se encuentran e
hibridan.

Todos estos datos sugieren que la historia evolutiva del genero Rupi-
capra estd marcada por grandes migraciones antiguas seguidas de eventos
histéricos de expansién, contraccién e hibridacién entre linajes altamente
diferenciados dependientes en gran medida de las grandes oscilaciones cli-
madticas del cuaternario.
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