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RESUMEN

La pardela balear (Puffinus mauretanicus) es una de las especies de aves marinas mds amenazadas del
mundo. En este trabajo nos hemos centrado en la evaluacién de la identidad genética de la especie y el
estudio de sus niveles de variabilidad genética. Ademds hemos evaluado otro posible problema gené-
tico como es su hipotética hibridacién con la especie préxima, la pardela mediterrdnea (P. yelkouan).
Para ello se ha muestreado la casi totalidad de las colonias de la especie y analizado genéticamente
dos fragmentos de ADN mitocondrial (aproximadamente 1.200 pb). Se ha comprobado la existencia
de haplotipos de ADN caracteristicos de la especie préxima que indican una posible introgresién a
nivel mitocondrial, sin que se puedan descartar todavia otros origenes evolutivos. Esta presencia de
haplotipos se concentra casi exclusivamente en Menorca cuyos individuos presentan tamafios corpo-
rales inferiores a los del resto de colonias. Sin embargo, las diferencias morfométricas se mantienen
independientemente al tipo de haplotipo que presenten los individuos. Probablemente nos encontra-
mos frente a un contacto secundario entre las dos especies con una introgresioén resultante de un inter-
cambio genético antiguo y puntual. El esclarecimiento de este interesante fenémeno evolutivo requie-
re profundizar los anédlisis moleculares y extender los comparativos a otras poblaciones
mediterraneas.

No se ha detectado pérdida de variabilidad genética en la pardela balear en relacién a otras especies.
Sin embargo, y a pesar del comportamiento altamente filopétrico de P. mauretanicus, se ha apreciado
una débil estructuracién poblacional. Ello podria deberse a una conectividad entre colonias superior a
la esperada, aunque puede también estar reflejando una homogenizacién genética entre colonias, aso-
ciada a una expansién demogréfica en un pasado reciente. Finalmente, algunas colonias presentan un
claro desequilibrio entre las tasas tedricas de inmigracién y emigracion sugiriendo una posible hetero-
geneidad espacial en la calidad de las mismas.

Palabras Clave: Pardela balear, Puffinus mauretanicus, Islas Baleares, Puffinus yelkouan, estructura
genética, hibridacién, ADN mitocondrial.

SUMMARY

The Balearic shearwater (Puffinus mauretanicus) is one of the most endangered seabirds in the world. In this
study, we focus on the assessment of the genetic identity, levels of genetic variability and on an additional
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potential problem as is its hypothetical hybridization with the closest species Mediterranean shearwater (P.
yelkouan). For that, we sampled almost all the breeding colonies and studied two fragments of
mitochondrial DNA (approx. 1200 bp).We have confirmed the presence of haplotypes typically associated
to P. yelkouan that indicate a possible introgression. These haplotypes were found almost only in Menorca’s
shearwaters, which are all statistically smaller than those from other Balearic Islands but size reduction
occurs in all individuals, independently of the haplotype they have.

Levels of genetic variability found in the Balearic shearwater are quite high in relation to other birds,
whereas only a shallow geographic structure was found among colonies. This could reflect either a
higher than expected connectivity among colonies and/or a homogeneity due to a recent
demographic expansion event. Finally, several colonies show unbalanced theoretical immigration and
emigration rates, indicating a possible spatial heterogeneity in their colony quality.

Keywords: Balearic shearwater, Puffinus mauretanicus, Puffinus yelkouan, sibling species, Balearic

Islands, genetic structure, mitochondrial DNA.

INTRODUCCION

En este proyecto se propuso, de forma coordi-
nada y complementaria con el anterior, propor-
cionar los datos genéticos imprescindibles para
conocer la historia evolutiva reciente de la par-
dela balear (Puffinus mauretanicus), una de las
especies mas emblemdticas de la fauna espafio-
la. Ademads nos propusimos proporcionar la
informacién genética basica para organizar una
estrategia de gestiéon adecuada y que garantice
la conservacién de esta especie altamente ame-
nazada en la actualidad (ORO et al., 2004).

Para ello se ha estudiado la estructura poblacio-
nal, flujo génico e integridad genética de las
poblaciones de la pardela balear en el Parque
Nacional de Cabrera y poblaciones aledafias a
partir de marcadores de ADN.

La aplicacién de técnicas moleculares a la gené-
tica de la conservacién proporciona una impor-
tante gufa para la eleccién de los criterios a
seguir para el manejo de especies amenazadas
(AVISE 1989, CARVALHO 1998). Existen varias
fuerzas contrapuestas cuya resultante determi-
na finalmente la estructura genética de una
poblacién o especie. La teoria de genética de
poblaciones, predice que sin accién de selecciéon
natural la variabilidad genética de una pobla-
cién aumenta con su tamafio (KIMURA 1983)
mientras que su tasa de diferenciacién aumenta
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de forma inversa al tamario poblacional. Ademds,
las especies presentan poblaciones a menudo sub-
divididas por razones geogréficas, ecolégicas o de
comportamiento que por lo tanto favorecen la
diferenciacién y/o estructuracién genética. Por el
contrario, el flujo genético entre grupos conduce a
una homogenizaciéon del material génico. Por lo
tanto, cuando la tasa de intercambio es muy baja o
nula, la seleccién natural y otras fuerzas azarosas
como la mutacién y la deriva genética determinan
una diferenciacién genética (HEDRICK 1942,
SLATKIN 1987). En aves, las poblaciones de algu-
nas especies presentan falta de diferenciacion
genética que se ha explicado por su capacidad de
vuelo y consecuentemente de dispersion (BALL et
al. 1988, BURSON 1990, BALL & AVISE 1992,
AUSTIN et al. 1994, VAN TREUREN et al. 1999).
Sin embargo, otras caracteristicas especificas
como la fidelidad a la colonia (filopatria), la distri-
bucién a grandes escalas geograficas o separacio-
nes histdricas entre grupos, etc., pueden determi-
nar una diferenciacién genética entre poblaciones
en otros casos.

En este contexto, las pardelas son unas aves mari-
nas extraordinarias en muchos aspectos. Su adap-
tacién a este particular medio es tal que solo acu-
den a tierra para realizar sus puestas, y no todos
los afios. En el medio marino realizan desplaza-
mientos extraordinariamente largos. Esta “auto-
ecologia’ tan especial, determina que el estudio de
estas aves constituya un enorme reto y ayuda a
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entender el enorme desconocimiento que se tiene
incluso de aspectos bdsicos de su biologfa.
Ademas, la existencia de una uniformidad nota-
ble en los patrones morfolégicos y de plumaje, ha
determinado que la sistematica de las pardelas se
haya mantenido confusa hasta nuestros dias. En
efecto, el propio reconocimiento de la pardela
balear a nivel especifico ha tenido que esperar
hasta finales de los 90 y hasta entonces, su historia
ha estado asociada a la pardela mediterrédnea (P.
yelkouan), especie de menor tamafio y mucho mds
abundante. La distincién de la forma balear res-
pecto a la forma mediterrdnea se basa en caracte-
res externos (el color ventral del plumaje no es
blanco puro), morfométricos (la forma balear es
significativamente mayor en todas las medidas
corporales) y ecolégicos (patrén de muda diferen-
te entre ellas). La recopilacién de todas estas dife-
rencias apoy6 la distincién especifica entre ambas
formas (MAYOL 1997). Esta distincion recibi6 el
espaldarazo definitivo con un estudio genético
del grupo (HEIDRICH et al. 1998), encontrandose
valores de distancia genética entre las dos formas
mediterrdneas similares a los existentes entre
otras especies reconocidas en el grupo.

La pardela balear, estd considerada un endemis-
mo en peligro de extincién. Es de gran importan-
cia por lo tanto, establecer su diagnéstico genético
y determinar el nivel de variabilidad genética de
sus poblaciones y colonias y la tasa de flujo gené-
tico entre las mismas. Este ha sido el objetivo de
este proyecto que se ha basado en el andlisis de
dos fragmentos de ADN mitocondrial, unos 1.000
pares de bases del gen citocromo b (cit-b) y unos
300 pares de bases de la region control (RC).
Ademas, se ha empezado un estudio nuclear con
la amplificacién de 8 loci microsatélites que per-
mitirdn un estudio futuro complementario y basa-
do en ADN nuclear del que no se tiene todavia
resultados.

MATERIAL Y METODOS

Recogida de muestras

Se han muestreado practicamente la totalidad
de las colonias conocidas de P. mauretanicus en el

archipiélago balear. En cada una de ellas se
tomaron muestras de sangre de adultos y pollos.
Para establecer niveles comparativos, también
se obtuvieron muestras de la especie préxima P.
yelkouan en la isla de Cerdefia y en Marsella. Los
tamarios de muestra analizados por colonia o sub-
colonia se presentan en la Tabla 1. Concretamente
del Parque Nacional de Cabrera se tomaron
muestras de tres colonias distintas: ‘Es Corral” (9
muestras), ‘Llumeta’ (5 muestras) y ‘Es Blanquer’
(35 muestras). En general, las muestras se toma-
ron a partir de una puncién en la vena femoral del
ave y posterior, captacién de la gota de sangre
bien por capilaridad o con jeringa. La muestra de
sangre obtenida era a continuacién transferida a
un tubo con etanol, puro o al 70%.

Extraccién de ADN y amplificacién
de marcadores

En el laboratorio se procedi6 a la extraccién de
ADN de un total de 225 individuos procedentes
de distintas colonias (tabla 1) siguiendo un proto-
colo que consisti6 en la incubacién a 55° C en tam-
pén SET, con 30 ml SDS al 10% y 2.5 unidades /ml
de proteinasa K. A las 24 horas se procedio a la
extraccién de ADN con fenol / cloroformo estdn-
dar (SAMBROCK et al. 1989), resuspendiéndose el
ADN obtenido en tampén TE.

LOCALIDAD Anterior 2003 2004 2005 Total
a 2003
Sa Cella 14 1 15
Conills, Malgrats 10 10 2 22
Menorca 7 7 12 26
Espardell 4 2 5 11
Blanquer, Cabrera 13 22 35
Llumeta, Cabrera 5 5
Es Corral, Cabrera 1 8 9
Dragonera 3 7 10
Conillera, Eivissa 7 13 20
Es Bosc, Eivissa 3 17 20
Espartar, Eivissa 12 12
Tavolara, Sardegna 12 12
Figarolo, Sardegna 3 3
Marsella 25 25
Total 21 38 55 111 225

Tabla 1. Colonias y muestras analizadas de la pardela balear
(Puffinus mauretanicus) y de la especie préxima pardela medite-
rrénea (Puffinus yelkouan).

Tablel. Description of colonies and individuals sampled of P.
mauretanicus and P. yelkouan.
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Para la amplificacién de un fragmento del gen
mitocondrial cit-b, se utilizaron los pares de primer
mt-A (L-14970) y mt-Fr (H-16086) (HEIDRICH et al.
1998). Las amplificaciones se efectuaron en un
volumen total de 25 ul con: ImM de cada primer,
0.25 mM dNTP, 1x Taq buffer, 1 U de Taq DNA
polimerasa (Bioline), 0.01% gelatina (USB), 2.5 mM
de Cl,LMg y 1-2 ul de ADN. Las condiciones de
amplificacién fueron: desnaturalizacién inicial a
94° C 1 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C 1 min., 50°
C 1 min.y72°C1min, con extensién finala 72°C 5
min. El producto de PCR se purificé y concentrd
por didlisis de centrifugacién. Se comprobaron los
resultados de amplificacion y purificacién cargan-
do 1 pl de producto en gel de agarosa al 1,5 %. El
fragmento se secuenci6 directamente a partir de
producto de PCR purificado utilizando un
secuenciador automdtico ABI 3100 (Applied
Biosystems, Warrington, UK) y las secuencias fue-
ron revisadas a mano. Para la regién control se
usaron el primer ND6F (3’ATTTGATG-
CAACCGCTAACC %), disefiado especificamente
para el extremo 5" de esta especie y el H505
(BURG & CROXALL 2001) que amplifican unos
300 pb en la primera regién hipervariable (HV1).

Analisis filogenéticos y poblacionales

Una vez limpias y corregidas las secuencias,
estas se alinearon mediante el programa CHRO-
MASPRO hasta obtener un alineamiento sin
ambigtiedades para cada fragmento. Se utilizé
el programa MODELTEST v 3.06 (POSADA &
CRANDALL 1998) para seleccionar el modelo
de sustitucién que mejor se adaptaba a nuestros
datos. En nuestro caso, el modelo evolutivo
seleccionado para las dos regiones mitocondria-
les analizadas fue el modelo HKY85 (HASEGA-
WA et al. 1985). Las relaciones filogenéticas entre
haplotipos se analizaron mediante aproximacio-
nes de Minima Evolucién (ME) usando PAUP
4.0b10 (SWOFFORD 2003) y asumiendo el
modelo evolutivo seleccionado. La robustez de
los nodos se testé mediante andlisis de bootstrap
(FELSENSTEIN 1985) y Quartet Puzzling, res-
pectivamente (STRIMMER et al. 1996).

Se utilizaron el nimero de secuencias diferentes
(ntimero de haplotipos), la diversidad génica
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(heterozigosidad esperada) y diversidad nucleo-
tidica (ndmero promedio de ‘pairwise differen-
ces’ por posicion) para describir la variabilidad
genética dentro y entre poblaciones. Todos estos
indices se calcularon con el programa ARLE-
QUIN (v.2.0.1.1.) (SCHNEIDER et al. 2000).
Algunos individuos presentaron indicios de
heteroplasmia mitocondrial y fueron descarta-
dos. Para estimar el grado de conectividad entre
poblaciones y su posible variacién a lo largo del
tiempo se agruparon las colonias mds cercanas
en cuatro grupos pertenecientes a las 4 unidades
geogrdficas mas importantes (Mallorca,
Cabrera, Menorca, y Pititisses, esta ultima
correspondiendo a Eivissa y Formentera) que
fueron utilizados como unidad de anlisis.

Calculamos los estadisticos Fst y una AMOVA
global (Analisis de Varianza Molecular, EXCOF-
FIER et al. 1992) con el programa Arlequin y con
las distancias de secuencias corregidas.
Efectuamos dos disefios de AMOVA: a) inclu-
yendo todos los individuos; b) excluyendo los
individuos de Menorca, donde la evidencia de
hibridacién es mayor.

Los patrones de migracién y relaciones genéti-
cas entre grupos se analizaron utilizando
MIGRATE (BEERLI & FELSENSTEIN 1999,
2001) que por teoria de coalescencia estima las
tasas de migracion entre dos poblaciones. Este
método usa toda la informacién de los datos y
ofrece estimas fiables de divergencia genética,
especialmente cuando las tasas de migracién
son elevadas, (y los valores de Fst consecuente-
mente bajos). Cada MCMC consisti6 en 10 cade-
nas cortas (muestreo de 10.000 drboles) y dos
cadenas largas (muestreo de 5,000.000 drboles)
con un periodo de burn-in de 10.000 arboles. La
robustez de los estimadores se validé comparan-
do resultados entre diferentes cadenas de
Markov (ver BEERLI & FELSENSTEIN 1999,
2001). Con este método obtuvimos estimadores,
del pardmetro de migracién M (tasa de migra-
cién escalada por la tasa de mutacién) entre
cada par de grupos y en las dos direcciones posi-
bles de flujo. Para tener informacién adicional,
estimamos la emigracién e inmigracién total
para cada isla utilizando tanto el valor estimado
de M como las puntuaciones relativas.
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La desviacién de la variabilidad esperada bajo
condiciones de neutralidad y estabilidad demo-
grafica se test6 mediante los estadisticos D de
TAJIMA (1989) y Fs de FU (1997), con el uso del
programa ARLEQUIN (v.2.0.1.1.). El estadistico
Fs es particularmente sensible al crecimiento
poblacional. Valores negativos de ambos esta-
disticos indican un proceso una expansién
poblacional. Una posible expansién poblacional
fue analizada por la distribucién de “mismatch”
entre pares de haplotipos usando Arlequin y
representada gréficamente con DNASP (ROZAS
et al. 2003). La distribucién de mismatch tiende a
ser multimodal en poblaciones en equilibrio
demogrdfico y unimodal en aquellas que han
experimentado una expansién demografica
(ROGERS & HARPENDING 1992). La compara-
cién estadistica de la distribucién de mismatch
se basé en la aproximacién de SCHNEIDER &
EXCOFFIER (1999), donde se compara la distri-
bucién observada con la esperada bajo un
modelo nulo de expansién poblacional. En caso
de no rechazarse la hipétesis nula, los pardme-
tros de la expansién (edad y tamario poblacional
antes y después del evento) se han estimado
asumiendo una tasa de evolucién de 0.9% /MY
para el cit-b basada en calibracién fésil in
Procellaridae de tamafio medio (NUNN &
STANLEY, 1998), y un tiempo de generacién de
11 afios calculado para la especie (ORO et al.
2004). Finalmente, el patrén filogeografico se
investigé mediante un andlisis de clados anilla-
dos (NCPA) (TEMPLETON 1998). Este anélisis
testa asociacién geografica entre haplotipos y
sugiere posibles interpretaciones en el caso de
haber asociaciones. Aunque ha recibido algunas
criticas (KNOWLES & MADDISON 2002, aun-
que ver TEMPLETON 2004), el NCPA propor-
ciona un marco empirico muy dtil para diluci-
dar entre los procesos ecolégicos e histéricos
determinantes de la estructura genética. Para
ello se partié de una red de haplotipos de parsi-
monia utilizando el programa TCS (CLEMENT
et al. 2000) para estimar los agrupamientos
haplotipicos y visualizar el numero de mutacio-
nes entre ellos. Mediante el programa GEODIS
(POSADA et al. 2000) se calcularon los estadisti-
cos: Dc y Dn. Dc mide el rango geografico de un
clado particular y Dn compara el rango geogra-
fico de un clado en relacién a sus clados herma-

nos. La significacién de la diferencia entre estos
estadisticos, calculados en un clado apical y el
correspondiente clado interior se estimé
mediante permutaciones. Unicamente los clados
con asociaciones geografica significativa se ana-
lizaron posteriormente siguiendo la clave de
inferencia (TEMPLETON 2004).

Andlisis morfométrico

Se tomaron medidas corporales de 120 adultos
reproductores. Longitud del pico-crdneo, altura
minima de pico, y tarso se midieron con un cali-
bre digital (+ 0.02 mm) y longitud de ala con una
regla. Mediante un andlisis de componentes
principales (PCA) obtuvimos un indice de tama-
fio corporal. Utilizando este indice, aplicamos
un Modelo General Linear (usando SPSS, ver-
sion 12.0) para analizar las relaciones entre
tamafio corporal, haplotipo mitocondrial, origen
geografico y sexo.

RESULTADOS

Se obtuvo un fragmento de 850 pares de bases
(pb) del gen cit-b y unos 300 pb de la regién con-
trol (RC) respectivamente de 105 y 98 individuos
de pardela balear (P. mauretanicus). Las localida-
des de muestreo, el niimero de individuos anali-
zados para el cit-b y la RC, y los haplotipos
detectados en cada una de las colonias de cria,
vienen reflejados en la Tabla 2. Como referencia
se incluyeron también las secuencias homoélogas
de 4 individuos de pardela balear y otros 4 indi-
viduos de la especie mediterranea (Puffinus yel-
kouan) depositadas en GeneBank por HEI-
DRICH ef al. (1998). En el fragmento de cit-b se
observaron un total de 29 sitios variables, de los
cuales 24 eran informativos; mientras que en la
RC, 34 sitios fueron polimérficos, de los cuales
30, informativos. Todas las secuencias estdn
depositadas en el GenBank, con los nimeros de
acceso: DQ230131-DQ230316.

El modelo HKY85 (HASEGAWA et al. 1985) se
escogié como el mds apropiado para los dos

fragmentos de estudio. Para el cit-b, encontra-
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Localidad cit-b  RC  Haplotipos
Menorca 24 22 cit-b: CB7(2),CB8,CB10(3),CB11,CB12(14),CB13, CB14,CB15
RC: DL6(2), DL7(3), DL8(4), DL9 (2), DL26, DL27, DL28, DL30(2), DL35, DL38, DL43 (2), 2 IND
Malgrats, Mallorca 19 17 cit-b: CB5, CB6(3), CB7(3), CBS, CB9(4), CB10(3), CB14(3),CB19
RC: DL2(2), DL3, DL4, DL5, DL6(3), DL7, DL22, DL29, DL31, DL36, DL37, DL43, 2 IND
Sa Cella, Mallorca 16 13 cit-b: CB7(12), CB9, CB10(2), CB14
RC: DL1(2), DL2, DL23, DL33, DL34 (2), DL39, DL42, 4 IND
Blanquer, Cabrera 11 12 cit-b: CB7(5), CB9(2), CB12,CB14, CB17(2)
RC: DL1, DL6, DL15,DL16, DL17, DL18(2), DL39(2), DL41, 2 IND
Llumeta, Cabrera 5 5 cit-b: CB7(5)
RC:DL10, DL12, DL13,DL14, 1 IND
Es Corral, Cabrera 1 1 cit-b: CB14
RC: 1IND
Conillera, Pitiosses 20 17 cit-b: CB7(9), CB8, CB9, CB14, CB15, CB17(5), CB19(2)
RC: DL6(2),DL10(4), DL19, DL20, DL21, DL24, DL25(2), DL31, DL39, 3 IND
Es Bosc, Pitiuses 2 3 cit-b: CB14, CB18
RC: DL6, DL13, DL19
Espardell, Pitiuses 5 5 cit-b: CB7(3), CB20, CB21
RC: DL5, DL10, DL11, DL18, DL32
Dragonera, Mallorca 2 3 cit-b: CB7, CB10
RC: DL2, DL6, DL40
TOTAL 105 98

Tabla 2. Haplotipos detectados en las diferentes colonias de cria de pardela balear para el citocromo b (cit-b) y la Regién Control (RC)
mitocondriales. Los individuos a los que no se les pudo asignar un haplotipo concreto, debido a posible heteroplasmia, se codifican

como IND.

Table 2. Haplotypes found in the Balearic shearwater in the mitochondrial cit-b and RC fragments. Ambiguous haplotypes are IND.

a) b)

CB 12 f——
H cB13 100 f—— E

87

cBs
—— L ca1s o1

Q0
W m
- &
£
S AR AR AR NN o

cB7 a1
72

CB17 86

Figura 1. Reconstruccion filogénetica de las relaciones entre los haplotipos encontrados en la pardela balear de los fragmentos mito-
condriales (a) del citocromo b (cit-b) y (b) la regién control (RC) segtn los criterios de Minima Evolucién (ME) y segtin un modelo evo-
lutivo HKY85 y HKY85 +G respectivamente. Con lineas de mayor grosor se marca el clado de haplotipos “tipo yelkouan” encontrados

(ver texto).

Figure 1. Reconstructrion of phylogenetic relationships among haplotypes found in the mitochondrial (a) cit-b and (b) RC fragments
according to ME and HKY85 and HKY85 + G evolutionary models.
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Colonia N Hapl S H” Nuc.div (%) n
Citocromo b

Menorca 9 6 7 0.89 +/- 0.09 0.26 +/-0.00 2.29 +/-1.38
Malgrats 19 8 9 0.89 +/- 0.03 0.298 +/- 0.02 2.610 +/-1.46
Sa cella 16 4 4 0.44 +/- 0.14 0.092 +/- 0.00 0.81 +/-0.61
Cabrera,Blanquer 10 4 4 0.73 +/- 0.12 0.127 +/-0.10 1.11 +/-0.79
Cabrera,Llumeta 5 1 0 0.00 +/- 0.00 0.00 +/- 0.00 0.00 +/- 0.00
Eivissa, Conillera 20 7 7 0.75 +/- 0.08 0.137 +/- 0.10 1.26 +/- 0.83
Espardell 5 3 3 0.70 +/- 0.22 0.135 +/-0.12 1.20 +/- 0.91
Promedio 105 16 23 0.81 +/-0.03 0.4 +/-0.00 3.52 +/- 1.81
Regién Control

Menorca 8 4 17 0.82+/-0.10 2.4 +/-1.44 7.25 +/- 3.80
Malgrats 14 11 28 0.96+/-0.04 2.87 +/-1.58 8.61 +/- 4.23
Sa Cella 9 7 25 0.94+/-0.07 3.56 +/- 2.1 9.7 +/- 491
Cabrera,Blanquer 9 7 26 0.94+/- 0.07 3.06 +/- 1.8 9.29 +/-4.72
Cabrera,Llumeta 4 4 14 1+/-0.18 2.4 +/-1.7 7.18 +/-4.27
Eivissa, Conillera 14 9 31 0.91 +/-0.06 256 +/-1.4 7.96 +/-3.94
Espardell 5 5 14 1+/-0.13 2.2 +/-1.43 6.55 +/-3.73
Promedio 84 43 50 0.97+/- 0.01 3.72+/- 0.02 11.03 +/- 5.06

Tabla 3. Indices de variabilidad genética calculados a partir de los dos marcadores mitocondriales para cada una de las colonias mues-
treadas de pardela balear. Detallamos el tamafio de muestra (N), los haplotipos detectados (Hapl), el grado de diversidad genética
(H?), 1a diversidad nucleotidica (Nuc. Div) y la distancia promedio por posicién (p).

Table 3. Genetic diversity indexes for both mitochondrial markers and for each sampled colony.

mos tasa de evolucién equivalentes para todos
los sitios. En la RC, el valor estimado del paré-
metro a de la distribucién gamma fue de 0.3102.
Como se comprueba en la Figura 1, las topologias
obtenidas para los dos fragmentos fueron concor-
dantes. Los dos drboles distinguen dos clados
principales bien apoyados que corresponden a las
dos especies de pardela del mediterrdneo: la par-
dela mediterrdnea, y la pardela balear. Un minimo
de 10 substituciones separan los dos clados en el
fragmento del cit-b, que es menos variable. Con la
excepcion de un pollo muestreado en Cabrera,
todos los otros individuos con haplotipos de par-
dela mediterrdnea provienen de la isla de
Menorca. De hecho, en Menorca, 15 de 24 indivi-
duos muestreados presentaron haplotipos ‘tipo
yelkouan’ 14 de los cuales eran idénticos a la
secuencia depositada en GenBank que correspon-
de a un individuo de Creta (AJ004216) (Haplotipo
CB12). La distancia promedio entre los haplotipos
correspondientes a las dos especies fue de 0.94%,
que indicarfa aplicando un reloj molecular, una
edad aproximada del ancestro comtin mas recien-
te de 1 millén de afios, si nos basamos en la tasa
calculada para Procellaridae.

Los valores de variabilidad genética (Tabla 3) fue-
ron altos y tanto la diversidad génica como nucleo-

tidica, registradas son comparables e incluso mayo-
res que los de otras especies que no se encuentran
amenazadas, tales como: Oporornis tolmiei (MILA et
al. 2000), Sterna fuscata (QU et al. 2005), Calidris alpi-
na (WENINK et al. 1993), Alca torda y Uria aalgae
(MOUM & ARNASON 2001), Somateria mollissima
(TIEDEMANN et al. 2004), Aquila heliaca o Milvus
milvus (ROQUES & NEGRO 2005). No observamos
ninguna reduccién evidente en la variabilidad
genética tampoco dentro de colonias (Tabla 3). La
tnica excepcién fueron las colonia de Sa Cella y
una colonia de Cabrera poco representada.
Ademas esta reduccion sélo se observé a nivel del
cit-b. Como vemos en Tabla 4, la presencia de
haplotipos “tipo yelkouan’ en mds de la mitad de los
individuos de Menorca, claramente introduce una
fuerte estructuracién geogrdfica en la variacién
genética. Cuando prescindimos de los individuos
con haplotipo atipico o analizamos los datos sin los
individuos de Menorca, los valores de Fst yano son
significativos (P>0.01). Las comparaciones de Fst
también revelan una baja diferenciacién entre colo-
nias, siendo sélo el grupo de Pititisses, el que mues-
tra valores significativos y de un 10.0% (P<0.05) y
6.5 % (P<0.05) en la comparacién del cyt-b con
Menorca y Mallorca, respectivamente. Con la apro-
ximacion de méxima verosimilitud se estimaron
los pardmetros de migracién M (Tabla 5) en los que

215



JUSTE, J. Y COLS.

«Identidad y estuctura genetica de la pardela balear»

Intra- Entre- Fst
poblacionespobalciones

Suma de
valores de M

Suma de
puntuaciones de M

Citocromo b

Todos los individuos ~ 64.21 % 35.79 % 0.358 *
Sin individuos de

Menorca 93.78% 6.22 % 0.062
Regién Control
Todos los individuos  83.95 % 16.05 % 0.161 *
Sin individuos
de Menorca 101.57 % -1.57 % -0.016

Tabla 4. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) vy valores
del estadistico Fst (la significacion a nivel P<0.01 viene indica-
da por un asterisco). Se efectuaron dos disefios de AMOVA:
incluyendo todos los individuos; y excluyendo todos los indivi-
duos de Menorca, dada la presencia en esta poblacién de haplo-
tipos tipicos de la especie P. yelkouan.

Table 4. Molecular analysis of variance and Fst statistics for two
designs: including all individuals and excluding Menorca’s
populations.

combinamos las estimas para cada fragmento
para tratar de reducir los intervalos de confianza

(Figura 2).

Tanto el estadistico D de Tajima como la F, de Fu
fueron significativamente negativos en el andlisis
del cyt-b (D= -1.47, P<0.05; Fs=-8.39, P<0.005).

Inmigracién Emigracién

Inmigracién Emigracién

Menorca 2386 1235 15 14
Mallorca 4561 11993 17 29
Cabrera 8850 4289 25 15
PitiUsses 6514 4794 21 20

Tabla 5. Patrones tedricos de inmigracién y emigracién estima-
dos por médxima verosimilitud para cada una de las sub-pobla-
ciones estudiadas de la pardela balear.

Table 5. Immigration and emigration theoretical parameters
estimated by maximum likelihood for each population studied
of Balearic shearwater.

También fueron negativos, estos estadisticos para
la RC, aunque sélo la F de Fu fue significativo (D =-
0.4696, n.s., Fs=-8.889, P<0.001). Estos valores indi-
can que la variacién genética en la pardela balear es
compatible con un modelo de expansién demogra-
fica. De hecho, las distribuciones de “mismatch”
para las dos regiones de ADN mitocondrial, son
compatibles (P>0.05) con un modelo de expansién
(Fig. 3). Los pardmetros de expansion estimados
a partir de estas distribuciones son los tamafios
efectivos de la poblacién antes (J,) y después

¥ Cabrera

N
wﬁ@e 105
5
Mallorca
[ ]
4087 *N 7495
2412 45
J 603
Pitiusses
e
,/1 4050

2087

430 enorca

194

783

53

Figura 2. Valores estimados de tasas tedricas de migracién (M) obtenidos tras promediar los valores de cada fragmento mitocondrial
(después de multiplicar por 15 los valores de M observados para la RC). Estos valores estimados son relativos a la tasa de mutacién.

Figure 2. Estimated values for migration (M) rates relative to mutation rates.
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Figura 3. Distribuciones de “mismatch” para las dos regiones de
ADN mitocondrial. (a) Citocromo b (cit-b) y (b) Regién Control
(RC) estudiadas en la pardela balear. La frecuencia esperada
segtn el modelo se representa por la linea continua, mientras
que la observada se representa con una linea discontinua.

Figure 3. Mismatch distributions for both mitochondrial (cit-b)
and (RC) fragments.

(@,) de la expansion, corregidos por la tasa de
mutacion y la edad de la expansién (1), también
corregida por la tasa de mutacién. Para los datos
de cit-b, las estimas fueron &J, = 0.412, @,= 6.149
y T=1.68, mientras que para la RC obtuvimos &,
=2.728, 0,=36.464 y T = 6.664. Muy importante,
las comparaciones de los pardmetros en las
regiones de ADN son concordantes y sugieren
que la tasa de mutacién en el cit-b es entre 4y 6.6
veces menor que en la RC. Los dos conjuntos de
estimas apoyan una expansion de aproximada-
mente 13-14 veces la poblacién. Utilizando la
tasa calibrada de 0.9%/ MY para el cit-b, y un
tiempo de generacién para la especie de 11 afios,
esto implicarfa un cambio en el tamario efectivo
de la poblacién de 4.700 a aproximadamente
70.500 después de la expansion, que se habria
producido hace aproximadamente 212.000 afios
(intervalo de confianza, & = 0.05: 74.000-546.000
afos).

Finalmente, se aplicé un NCPA a la red de
haplotipos del cit-b (Fig. 4) construida segun el
criterio de parsimonia utilizando el programa
TCS (CLEMENT et al. 2000). La red fue capaz de
conectar todos los haplotipos, incluyendo aque-
llos atribuidos a la pardela mediterrdnea. El
NCPA rechaz6 la hipétesis nula de no asociacién
geogrifica de los haplotipos (P< 0.0001) en el
cladograma total. El método no pudo discrimi-
nar entre colonizacién a larga distancia unida a
una subsiguiente fragmentacién o una fragmen-
tacién antigua seguida por una expansién
demografica. Cuando analizamos especifica-
mente los haplotipos baleares, detectamos una
expansion contigua en los clados mayores (1-6 y
2-3), y flujo genético restringido con aislamiento
por distancia en el clado 2.2.

Finalmente, el anélisis morfométrico realizado a
partir del indice de tamafio corporal entre
poblaciones puso en evidencia que: (i) los indi-
viduos de Menorca son mds pequefios, pero mds
variables que los individuos de las otras islas
(F81’3:72.63 P<0.001); (ii) que los individuos con
haplotipos ‘tipo yelkouan’ en Menorca no son sig-
nificativamente distintos que los que presentan
haplotipo ‘tipo balear” (F,,,=0.120, n.s.); (iii) que
se confirma la existencia de un dimorfismo
importante (GENOVART et al. 2003) en la espe-
cie balear, con los machos significativamente
més grandes que las hembras (Fy, ,=44.50
P<0.001). Sin embargo, (iv), no encontramos
correlacién en los individuos de Menorca entre
las diferencias morfométricas y el tipo de haplo-
tipo mitocondrial del individuo (Fig. 5).

DISCUSION

El ADN mitocondrial, constituye una herra-
mienta muy ttil para estudios de estructuracién
poblacional dada su transmisién exclusiva por
via materna sin recombinacién y su tasa de cam-
bio relativamente rdpida, acumulando mutacio-
nes de 5 a 10 veces mas rdpidamente que el
ADN nuclear (TABERLET 1996). Concreta-
mente, la regién control proporciona una resolu-
cién especialmente apta para estos estudios
poblacionales ya que evoluciona 4-5 veces mas
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Figura 4. Red haplotipica calculada por Méxima Parsimonia. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de cada haploti-
po, v la seccién coloreada es proporcional al porcentaje de individuos de cada colonia que presenta dicho haplotipo.

Figure 4. Haplotypic MP network. Sizes and colors are proportional to abundance on each population.

rdapido que el resto del ADN mitocondrial
(GREENBERG et al. 1983, BROWN et al. 1993).
Es por ello que la variabilidad de la region con-
trol ha sido analizada ampliamente en otras
aves (QUINN & WILSON 1993, EDWARDS
1993a, EDWARDS 1993b, WENINK et al. 1993,
WENINK et al. 1994, AVISE 1996).

En este estudio, se ha comprobado la presencia en
la pardela balear de dos linajes claramente distin-
tos de ADN mitocondrial que corresponden a las
dos especies del género Puffinus que se reprodu-
cen en el Mediterrdneo. La coincidencia del des-
cubrimiento de linajes "tipo yelkouan’ en las parde-
las baleares de Menorca, con el menor tamario y
coloracién mas contrastada de las pardelas balea-
res menorquinas, hizo plantear en un principio la
posibilidad de que ambas especies criaran en
simpatria en esta isla (RUIZ et al. 2003; GENO-
VART et al. 2005). Sin embargo, la posterior com-
probacion de que las pardelas de Menorca presen-
tan uniformidad morfolégica (independiente-
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mente del genotipo que posean) y un tamafo
superior al de las tipicas P. yelkouan indican una
realidad mads compleja y mucho mds interesante
desde un punto de vista evolutivo. De hecho,
nuestros resultados apoyan la clara separacion de
la pardela balear de la mediterranea, apoyando la
distincién de dos linajes propios e independien-
tes y que han sido reconocidos formalmente a
nivel especifico. Por las distancias genéticas
encontradas estimamos que las dos especies com-
partieron un ancestro comun hace aproximada-
mente 1 millén de afios; datacién que concuerda
con los resultados estimados por HEIDRICH et al.
(1998), lo que indica una divergencia reciente
entre ambas especies, en un proceso de especia-
cién que ha podido ocurrir en el Mediterraneo
tras la reapertura del estrecho de Gibraltar hace
aprox. 5 millones de afios (ZOTIER et al. 1999). Los
haplotipos mitocondriales ‘tipo yelkouan’ hallados
en Menorca podrian deberse a la presencia de un
polimorfismo ancestral asociado a esta diferencia-
cién reciente entre ambas pardelas mediterraneas.
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Figura 5. Diferencias en valores medios del indice de tamarfio
corporal y nivel de confianza del 95% entre individuos de
Menorca con haplotipos mitocondriales ‘tipo balear” e individuos
con haplotipos ‘tipo mediterraneo’ 'y otras poblaciones (machos
circulo abierto y hembras circulo cerrado).

Figure 5. Differences in mean values of a body index between
individuals of Menorca’ shearwaters bearing typical P. maure-
tanicus haplotypes and individuals bearing typical P. yelkouan

haplotypes.

Sin embargo, un andlisis exploratorio efectuado
con IM (NIELSEN & WAKELEY 2001; SEGREA-
VES & PELLMYR 2004; WON & HEY 2005) ha
detectado una sola direccién posible de flujo
desde la pardela mediterrdnea hacia la balear y no
al revés, indicando que nos encontramos proba-
blemente frente una introgresiéon de ADN mito-
condrial de la especie mediterrdnea. Esta introgre-
sién parece que se encuentra bdsicamente
localizada en la isla de Menorca, donde mds de la
mitad de los individuos analizados muestan
haplotipos de pardela mediterranea. La escasa
variabilidad genética entre estos haplotipos de
pardela mediterranea, sugiere que la introgresién
se ha podido deber a una o pocas hembras y ha
podido ser un fenémeno relativamente antiguo y
puntual. Sin embargo, es necesario ampliar tanto
el ntimero de marcadores como el muestreo para
llegar a conclusiones mas sélidas al respecto.

Los niveles de variabilidad genética de la espe-
cie y en Cabrera en particular, son altos y no
parece que exista problema alguno para la espe-
cie en este aspecto (solo la colonia “Llumeta”,
registré una baja variabilidad genética el cit-b,
pero probablemente debida al pequefio tamafio
de muestra). Sin embargo, esta alta variabilidad
no estd estructurada geogréficamente lo que
sugiere existe una mayor conectividad entre
colonias que la esperada, lo cual sorprende
dados los niveles de filopatria tipica de estas
aves (WARHAM 1990; RUIZ et al. 2003; ORO et
al. 2004). Otra posible explicacién podria ser una
dispersi6én natal mayor a la esperada (especial-
mente en hembras), como ya se ha sugerido
para otros Procellariformes (MOUGIN et al.
1999; MARTINEZ-ABRAIN et al. 2002). A nivel
probabilistico, se detecta cierto flujo entre colo-
nias con tasas muy asimétricas de emigracién y
de inmigracién, sugiriendo una heterogeneidad
espacial en la calidad e importancia de las colo-
nias y la probable existencia de fuentes y sumi-
deros a nivel metapoblacional. Concretamente
en Cabrera, las elevadas tasas de inmigracién en
relacién a las tasas de emigracién detectadas,
sugieren que esta poblacién acttia de sumidero y
que probablemente se ha mantenido gracias al
aporte de nuevos individuos desde otras colonias.
Los valores actuales de éxito reproductor (ver el
otro sub-proyecto) no parecen indicar un proble-
ma de depredacion en las colonias, si bien parece
fundamental, continuar en Cabrera con los esfuer-
zos de desratizacion y control de gatos y otros car-
nivoros, para que el archipiélago contenga 4reas
de reproduccién de calidad que aporte individuos
(es decir, se convierta en fuente).

CONCLUSIONES

En resumen, los resultados obtenidos hasta el
momento sugieren que:

a) La pardela balear presenta haplotipos mito-
condriales tfpicos de la especie préxima P. yel-
kouan en algunos individuos, fundamentalmen-
te de Menorca debido posiblemente a un
contacto genético puntual y antiguo entre ambas
especies. Es necesario evaluar y realizar el segui-
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miento de la dindmica de los genotipos tipicos
de la especie mediterrdnea entre las poblaciones
de la especie balear.

b) La pardela balear presenta niveles relativa-
mente altos de variabilidad genética sin que ésta
parezca haberse visto afectada por el reciente
declive poblacional.

¢) La poblacién de Cabrera estd actuando en la
actualidad mas como sumidero que como fuente
de variabilidad. Los esfuerzos de conservacién
se tienen que centrar prioritariamente en favore-
cer el aumento de los efectivos poblacionales
manteniendo las colonias de cria libres de pre-

«Identidad y estuctura genetica de la pardela balear»

la supervivencia adulta para que la poblacién
pueda recuperarse y llegar a ser poblacién fuen-
te para otras poblaciones de la especie.
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