Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2006-2009

ECOLOGIA TROFICA DE LAS PALOMAS ENDEMICAS
DE LAS ISLAS CANARIAS (COLUMBA BOLLII
Y C. JUNONIAE) Y DISPERSION DE SEMILLAS
EN LA LAURISILVA DEL PARQUE NACIONAL
DE GARAJONAY (LA GOMERA)

PATRICIA MARRERO!, VICENTE M. CABRERAZ, DAVID P. PADILLAT Y
MANUEL NOGALES!

RESUMEN

El presente proyecto comprende el estudio sistematico de la ecologia tréfica de las palomas turqué (Co-
lumba bollii) y rabiche (C. junoniae), especies endémicas de las Islas Canarias. Estas aves frugivoras ha-
bitan en simpatria en los relictos bosques de laurisilva. El estatus de amenaza de estas especies y su
conducta evasiva, supone que el manejo de ejemplares y las observaciones de campo resulten muy
complicados. Por tanto, en este estudio se aborda el desarrollo de técnicas moleculares usando mues-
tras no invasivas, plumas y excrementos, procedentes de diferentes individuos de cada una de las dos
especies. En primer lugar, se analiz6 la variabilidad inter e intraespecifica de las secuencias de la regién
control del ADN mitocondrial de las poblaciones de palomas presentes en el Parque Nacional de Ga-
rajonay en la isla de La Gomera. Posteriormente, los excrementos (similares morfoldgicamente), fueron
identificados a nivel de especie usando la técnica molecular de RFLP. Ademds, debido a la baja con-
centracién del ADN fecal y la presencia de inhibidores en las muestras, se disefi6 un método de ex-
traccién del ADN que permiti6 el incremento de la tasa de amplificacién. Este método fue utilizado por
vez primera, para la extraccién y amplificacién del ADN de las palomas presente en la superficie de las
semillas regurgitadas. Una vez identificadas las muestras fecales, se procedi6 al andlisis microhistol6-
gico de sus contenidos. Para ello, fue necesaria la elaboracién de una extensa coleccién de referencia de
las epidermis de las hojas, flores, frutos y semillas de las principales especies de plantas presentes en
el diverso bosque de laurisilva, y que pudieran ser potencialmente consumidas por las palomas. Se re-
aliz6é una clave de identificacién de las epidermis foliares y de frutos de las mas de veinte especies ar-
béreas presentes en los bosques de laurisilva. Por dltimo, aplicando esta metodologfa, se estudia la
distribucién de las palomas turqué y rabiche en el Parque Nacional de Garajonay, la descripcién de la
dieta y su variacién espacio-temporal, la relacién entre el consumo y la disponibilidad de frutos y el
papel dispersor o depredador de las palomas sobre las semillas.
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logifa, muestras no invasivas, RFLP.
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SUMMARY

This project involves the systematic study of the feeding ecology of the endemic Bolle’s pigeon (Columba
bollii) and white-tailed laurel pigeon (C. junoniae) of Canary Islands. These frugivorous birds live in
sympatry in the relict laurel forests. The status of threatened species and their avoidance behaviour, as-
sumes that the management of specimens and field observations to be difficult. Therefore, this study
deals with the development of molecular techniques using noninvasive samples, feathers and faeces
from different individuals of each species. First, we analyzed the inter- and intraspecific variation of the
Control Region sequences of DNA mitochondrial from pigeon populations found in Garajonay Na-
tional Park (La Gomera). Subsequently, faeces (similar morphologically) were identified to species level
using the RFLP test. Moreover, due to the low concentration of faecal DNA and the presence of in-
hibitors in samples, we designed a DNA extraction method that allowed the increase in the amplifica-
tion rate. This method was used by first time for the extraction and amplification of pigeons DNA,
which is on surface of the regurgitated seeds. Once faecal samples were identified, microhistological
analysis was applied. An extensive reference collection of the epidermis of leaves, flowers, fruits and
seeds of major plant species, which could be potential food items by pigeons, was elaborated. We per-
formed an identification key of the leaf and fruit epidermis of over twenty tree species present in the
laurel forests. Finally, applying this methodology, we study the distribution of Bolle’s pigeon and white-
tailed laurel pigeon in the Garajonay National Park, the description of their diet and spatio-temporal
variation, the relationship between consumption and availability of fruits and the role of pigeons as dis-
perser or predator of seeds.

Key words: columbids, diet, dispersal / predation of seeds, DNA extraction, microhistological analysis,
noninvasive samples, RFLP.

INTRODUCCION

El estatus de las palomas turqué (Columba bollii,
GODMAN 1872) y rabiche (C. junoniae, HAR-
TERT 1916) como endemismos intimamente li-
gados a un habitat relicto sugiere que deben
tener un papel importante en la estructura, com-
posicién y dindmica de los bosques de laurisilva
de las Islas Canarias (Tenerife, La Palma, La Go-
mera y El Hierro). Se han realizado diversas in-
vestigaciones sobre la distribucién, estado de las
poblaciones (EMMERSON et al. 1986; MARTIN
et al. 2000), y reproduccién (MARTIN et al. 1993;
HERNANDEZ & MARTIN 1994; HERNANDEZ
et al. 1999), pero la dieta es uno de los aspectos
mas desconocidos de la biologfa de las palomas
(ver MARTIN et al. 2000).

La informacién obtenida por varios autores, me-
diante la observacién de las aves en su medio na-
tural y a través del andlisis de algunos contenidos
estomacales de ejemplares muertos o de excre-
mentos, sefiala que estas palomas son especies ba-
sicamente frugivoras, aunque también consumen
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hojas y flores, tanto de drboles, como de arbustos
y herbéceas (MARTIN et al. 2000 y referencias ci-
tadas). No obstante, y a pesar de estos valiosos
datos de historia natural, se carece de un estudio
estacional y cuantitativo sobre los hébitos alimen-
tarios de las palomas endémicas de Canarias.

La conducta evasiva y reservada de estas aves,
junto a la escarpada orograffa donde se localizan
los densos bosques de laurisilva, dificulta en gran
medida el trabajo con estas especies, de modo
que las denominadas muestras no invasivas (plu-
mas, excrementos, cdscaras de huevo, etc.) colec-
tadas sistemdticamente en el campo, resultan de
gran utilidad para desarrollar estudios ecolégi-
cos (ver TABERLET et al. 1999). Los excrementos
en particular, nos informan de la dieta, pero tam-
bién de la distribucién, drea de campeo y selec-
ci6n del hébitat (KOHN & WAYNE 1997;
EGGERT et al. 2005). Sin embargo, debido a la si-
militud morfolégica de los excrementos de tur-
qué y rabiche, es necesario primero aislar y
amplificar el ADN fecal para identificarlos espe-
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cificamente, para posteriormente analizar el con-
tenido de las heces a través del desarrollo de una
metodologia que permita evaluar la importancia
espacio-temporal de los distintos recursos que
constituyen la dieta. El cardcter simpdtrico de
estas palomas aporta un valor afiadido a los re-
sultados, puesto que ayudardn a comprender
cémo dos especies frugivoras coexisten en un
mismo hdbitat.

Objetivos

En el presente trabajo se aborda el estudio de la
ecologfa tréfica de las palomas endémicas de las
Islas Canarias mediante el planteamiento de los
siguientes objetivos:

1) Identificar los excrementos de turqué y rabi-
che a nivel especifico mediante técnicas molecu-
lares. Este trabajo requiere (i) la obtencién de
secuencias de la Region Control del ADN mito-
condrial, (ii) la identificacién de las secuencias de
ADN polimérficas a nivel inter- e intraespecifico,
(iii) optimizar la extraccién y amplificacién del
ADN procedente de las muestras fecales y (iv) la
distincién de las secuencias del ADN fecal de
ambas especies, segtin el patrén de corte de en-
zimas de restriccion.

2) Elaborar una coleccién de referencia de la epi-
dermis de las hojas, frutos y semillas de los ér-
boles, arbustos y herbdceas presentes en las dreas
de estudio.

3) Describir la dieta de las palomas endémicas
canarias, cuantitativa y cualitativamente, y su va-
riacién espacio-temporal a lo largo de un afio,
mediante el andlisis microhistolégico de los ex-
crementos ya identificados genéticamente a nivel
especifico.

4) Determinar la relacién entre el consumo y la
disponibilidad de frutos en el bosque de lauri-
silva del Parque Nacional de Garajonay.

5) Comprobar el estado de las semillas encontra-
das en los excrementos y definir la importancia de
las palomas como dispersoras o depredadoras de
semillas.

MATERIAL Y METODOS

Areas de estudio

La Gomera se localiza a unos 30 km del suroeste
de la isla de Tenerife y a unos 333 km de Africa
(28°07' N, 17°14’ O). Tiene un &rea de 369 km? y
una altitud méxima de 1.487 m s.n.m. (Alto Ga-
rajonay). Después de La Palma, es en La Gomera
donde se han registrado los valores m4s elevados
de abundancia de ambas especies de palomas
(2,87 aves/10’ para turqué y 0,77 aves/10" para
rabiche, MARTIN et al. 2000).

El trabajo de campo se realizé, entre mayo de
2007 y mayo de 2008, en ocho &reas localizadas
en el interior del Parque Nacional de Garajonay:
en el Norte (La Hoya del Teén y Meriga), al Sur
(Los Pajaritos y Hierba Huerto), al Este (Los San-
guinos y Cafiada de D. Pedro) y al Oeste (Ancén
Negro y La Piedra Encantada) (Figura 1). Aun-
que todas las estaciones de muestreo presentan
una vegetacién de laurisilva, ésta varfa en com-
posicién de especies segin su orientacién y to-
pografia. En conjunto, las especies mads
abundantes y ampliamente distribuidas son el
laurel Laurus azorica, el acebifio Ilex canariensis y
la faya Myrica faya, mientras que el naranjero sal-
vaje (L. perado) y el barbusano (Apollonias barbu-
jana) son las mds escasas y de distribucién mds
restringida.

Colecta de muestras

En cada una de las dreas de muestreo se colecta-
ron plumas y excrementos de palomas dos veces
en cada estacién del afio. Las plumas mudadas
de diferentes individuos de las dos especies fue-
ron utilizadas en el estudio genético de la diver-
sidad inter- e intraespecifica de las poblaciones
de palomas. Los excrementos, destinados al and-
lisis de la dieta previa identificacién molecular,
fueron colectados cerca de bebederos o posade-
ros. Se recogieron tinicamente los excrementos
recientes para asegurar que correspondian a la
estacion del afio en estudio, retirando los anti-
guos. La pseudo-replicaciéon en el muestreo se
evité tomando un maximo de 10 muestras por
posadero. Los excrementos fueron etiquetados
individualmente y almacenados a -20°C. Por otra
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LA PIEDRA ENCANTADA

PARQUE NACIONAL DE GARAJONAY
VEGETACION ¥ USOS DEL SUELO (ANO 2006)

HOYA DEL TEON
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MERIGA

CANADA DE DON PEDRO

LOS SANGUINDS

LOS PAJARITOS

Figura 1. Mapa de vegetacién del Parque Nacional de Garajonay, mostrando la localizacién de las ocho dreas de estudio. Fuente bi-

bliografica: PN Garajonay.

Figure 1. Vegetation map of Garajonay National Park, showing the location of the eight study areas. Bibliographical source: Gara-

jonay NP.

parte, semillas presumiblemente regurgitadas
por las palomas fueron colectadas con la finali-
dad de identificar el ADN de estas aves que pu-
diera quedar adherido a la testa de las semillas.
Finalmente, se tomaron muestras de hojas y fru-
tos de la mayoria de las especies de plantas pre-
sentes en las dreas de estudio para la elaboracién
de la coleccin microhistolégica de referencia.

Identificacion molecular de los excrementos

Inicialmente, y con la finalidad de identificar mo-
lecularmente los excrementos de las dos especies
de palomas, fue necesario obtener las secuencias
del ADN mitocondrial y determinar su variacién
inter- e intraespecifica entre poblaciones. Para ello,
se extrajo el ADN procedente del tejido muscular
de un individuo de cada especie, mediante el pro-
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tocolo de la proteinasa K fenol-cloroformo (GIL-
BERT et al. 2004). Los ejemplares fueron cedidos
por el Museo de la Naturaleza y el Hombre de
Santa Cruz de Tenerife. La amplificacién de las se-
cuencias completas de la Regién Control (RC) y sus
regiones flanqueantes (ARNt-Glu y ARNt-Phe) se
realizé usando el sistema de PCR Long Expand
(Boehringer Mannheim, Germany) y cebadores o
“primers” muy conservados (ND6, 5'-
CCCAAAAAAAGCACAAAATAAGTCAT-3;
CL4, 5-CTTGGCATCTTCAGTGCCATGCT-3),
disefiados a partir del alineamiento, con el pro-
grama Clustal W (THOMPSON et al. 1994), de las
secuencias de aves disponibles en el GenBank. Las
condiciones de PCR fueron 35 ciclos de 45 s a 94°C,
45 s a 60°C y 2 min a 72°C. La longitud de las se-
cuencias obtenidas fueron de 1.902 pares de bases
(pb) para C. bollii y 1.896 pb para C. junoniae. Estas
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secuencias fueron depositadas en el GenBank con
los numeros de Acceso: DQ229348 (C. bollii) y
DQ229349 (C. junoniae).

La diversidad genética de las poblaciones de palo-
mas fue determinada a través del estudio de los do-
minios I y II de la RC, los cuales contienen las
principales mutaciones que definen la diversidad
haplotipica entre especies e individuos (BROWN et
al. 1986). Se utilizé el ADN extraido de las plumas
mudadas de la cola de diferentes individuos de cada
especie (GILBERT et al. 2004), que habian sido co-
lectadas durante los trabajos de campo. Estas plu-
mas, son facilmente identificadas a nivel especifico:
la paloma turqué tiene una cola de color gris oscuro
con una banda subterminal gris palida, mientras
que la paloma rabiche tiene una cola gris con una
banda terminal blanquecina. Los primers utilizados
para este estudio fueron: CR3E, 5-CCCCCTGCAC-
TTGTGTCCTA-3’; CR2R, 5-CGATCACGGACT-
GAAATGGTG-3, con las siguientes condiciones de
PCR: 35 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 58°C y 30 s a
72°C. El fragmento obtenido para C. bollii fue de 637
pby para C. junoniae de 638 pb.

El ADN de las aves presentes en los excrementos
aparece frecuentemente fragmentado y en baja con-
centracion, siendo recomendable la amplificacién
de fragmentos cortos (100-300 pb) (EGGERT et al.
2005). Por tanto, una vez analizada la variacién
inter- e intraespecifica en las secuencias anteriores
(637-8 pb), se disefiaron primers internos para la ob-
tencién de secuencias de 196 pb para C. bollii y 197
pb para C. junonise (RA3, 5-AAACCAGCAACTC-
GACGCGAGA-3; CR2R) con las condiciones de 35
ciclosde 1052 94°C, 155a58°Cy 15sa 72°C.

No obstante, el principal problema que detecta-
mos en la amplificacién del ADN fecal no fue la
cantidad de ADN, sino la inhibicién de la Tag po-
limerasa. Las palomas endémicas de la Macaro-
nesia son especies frugivoras, que consumen
frutos y hojas segtin variaciones temporales y es-
paciales en la disponibilidad de los recursos
(MARTIN et al. 2000; OLIVEIRA et al. 2002; MA-
RRERO et al. 2004). Por tanto, sus excrementos
podrian contener inhibidores vegetales en canti-
dades suficientes como para limitar las reaccio-
nes de PCR (KHANUTJA et al. 1999). Para reducir

este efecto, se desarroll6 una metodologia para
optimizar el proceso de extracciéon del ADN que
se describe con detalle en el siguiente apartado, y
que fue ademds empleado para extraer el ADN
de las palomas depositado sobre la superficie ex-
terna de semillas regurgitadas.

Por otra parte, para abordar el estudio de la dieta de
las dos especies de palomas se requiere la coleccién
e identificacién molecular de un ntiimero conside-
rable de muestras fecales. Por ello, para ahorrar en
tiempo y en costes de secuenciacién, se utilizé la
técnica de RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism”) sobre los fragmentos cortos. La
enzima de restriccién Haelll (5-GG/CC-3 ), pro-
porcioné un modelo de corte adecuado para la
identificacién de las secuencias (Gene Runner 3.05,
Hastings Software, Inc.). Ademds, como controles
positivos en los experimentos, se utilizaron mues-
tras de excrementos y plumas procedentes de tres
individuos de turqué y cinco de rabiche manteni-
dos temporalmente en cautividad en centros de re-
habilitacion de la fauna silvestre de La Palma y
Gran Canaria. La ausencia de contaminacién se
evalu6 mediante controles negativos. Los produc-
tos digeridos con la enzima Haelll se visualizaron
en gel de acrilamida (10%) y tincién con bromuro
de etidio.

Extraccién de ADN a partir de semillas
regurgitadas y excrementos

El procedimiento de extraccién del ADN consis-
ti6 en envolver cada semilla, presumiblemente re-
gurgitada por las palomas, en un papel de filtro
de grosor fino (de unos 2 x 2 cm), afiadiendo 50-
100 ul de tiocianato de guanidina (GuSCN) para
que el papel se adhiriera a la testa. El GuSCN ade-
mds, provoca la lisis celular al desnaturalizar las
proteinas, lo que significa que las moléculas de
ADN quedan libres. Después de 30 min-1 h, el
papel se transfirié a un tubo eppendorf (0,6 ml)
con 100-150 ul de GuSCN (BOOM et al. 1990). Este
tubo previamente perforado por el fondo con una
aguja estéril, se introdujo en otro eppendorf (1,5
ml) para ser centrifugado a 13.000 x ¢ durante 10
min con el fin de recuperar la fase acuosa del
papel, a la que se afiadi6 15 ul de silica para lim-
piar y concentrar el extracto de ADN (BOOM et al.
1990; HOSS & PAABO 1993). La mezcla se man-
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tuvo a temperatura ambiente con vértex cada 15
min. Después de centrifugar durante 2 min a
13.000 x g, el sobrenadante fue desechado y el se-
dimento de silica fue lavado con 200 ul de solu-
ci6n tampén (20 mM Tris-HCl pH 8,0; 1 mM
EDTA; 200 mM NaCl y 50% etanol) y 1 ml de
éter:cloroformo (v: v). Finalmente, el ADN fue ex-
traido a 60°C durante 10 min en 50 ul TE pH 8,0.

La eficiencia de este nuevo protocolo fue compa-
rada con la del método usado comtinmente, en
el cual se emplean trozos de excremento o bien
el excremento completo durante la extraccién del
ADN (“extraccién directa”). Para ello, cada
muestra fecal se dividié en dos porciones iguales
en peso. De una porcién sélo se usé la superficie
externa, envolviendo el trozo en papel de filtro
con GuSCN vy extrayendo luego el ADN del
papel, tal como se hizo con anterioridad para las
semillas. Por el contrario, la otra porcién se usé
directamente en la extraccién: después de incu-
barla durante 30 min en GuSCN, se centrifugé
durante 2 min para eliminar los residuos fecales.
El sobrenadante se transfirié a un nuevo eppen-
dorf y se sigui6 el mismo protocolo anterior para
los extractos procedentes de ambas porciones.
Los instrumentos de laboratorio se esterilizaron
entre muestras y todo el proceso se realizé en una
habitacién pre-PCR independiente para evitar la
contaminacion.

La cantidad y calidad del ADN obtenido fue me-
dido mediante espectroscopia de absorcién (Ul-
trospec 1100 pro, Amersham Pharmacia Biotech).
La pureza de los dcidos nucleicos se determiné
mediante las medidas de absorbancia a 260 nm y
280 nm de longitud de onda. Un ratio A,/ Ayg>
1,8 indica bajas cantidades de contaminacién
proteica en las muestras. La concentracién de
ADN se expresé en (ig/100 mm? de drea para las
semillas y como pg/100 mg de peso fresco para
las muestras fecales. La eficiencia en la amplifi-
cacion del ADN se testd sobre un pequerio frag-
mento de 196-7 pb de la Regién Control del
ADNmt de C. bollii y C. junoniae.

Coleccion microhistolégica de referencia

El ntimero y morfologifa de los distintos tipos de
células especializadas presentes en la epidermis
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vegetal revelan un importante rango de funcio-
nes y adaptaciones a las condiciones ambientales
(GLOVER 2000), ademds de ser caracteristicas
que ayudan a identificar a las especies de plantas.
En todas las estaciones del afo, se colectaron
muestras de las diferentes partes vegetales de
cada una de las especies de arboles, arbustos y
herbéceas del bosque de laurisilva de las islas de
Madeira y Canarias. Las muestras se almacena-
ron en seco o bien congeladas a -20°C. La prepa-
racién de la coleccion de referencia consistié en
hidratar las muestras y bajo una lupa binocular,
separar el tejido epidérmico del haz y envés de
las hojas y de los frutos, mediante ligeros raspa-
dos con el borde afilado de un bisturi sobre la su-
perficie de la muestra. Los fragmentos obtenidos
se montaron en glicerina sobre un portaobjetos
perfectamente etiquetado, sellando el cubreobje-
tos con barniz de ufias.

Las caracteristicas morfolégicas de la epidermis
se analizaron y dibujaron a escala, usando un mi-
croscopio 6ptico Leica DMLB con contraste in-
terferencial Nomarski, y una cdmara licida a
400X. Ademds, se usé el programa analySIS®
(SOFT IMAGING SYSTEM GMBH 2002) para es-
timar el tamafio (media y desviacién estdndar)
por unidad de drea de las células, tricomas, pelos
glandulares y estomas de especies pertenecien-
tes al mismo género. A partir de toda la informa-
ciéon obtenida, se elaboraron dos claves
anatémicas de referencia, en base a las formas y
dimensiones de las estructuras celulares de la
epidermis foliar de los drboles y la de los frutos,
respectivamente. Los nombres cientificos de las
plantas y autorfas siguen la clasificacién de
HANSEN & SUNDING (1993) e IZQUIERDO et
al. (2001).

Analisis de la dieta

Después de determinar molecularmente la espe-
cie de procedencia, el contenido de los excre-
mentos fue analizado para describir la dieta de
las palomas turqué y rabiche. Los fragmentos
epidérmicos de las plantas consumidas por las
palomas fueron identificados mediante la com-
paracién con la coleccién microhistolégica de re-
ferencia. El andlisis consistié en disgregar cada
excremento en unos 500 ul de agua. De esta mez-
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cla, se tomaban 2 gotas para ser examinadas con
un microscopio 6ptico bajo el objetivo de 10x.
Este proceso se repiti6é 5 veces para cada mues-
tra, analizandose 10 campos 6pticos selecciona-
dos al azar para cada preparacién y por tanto,
haciendo un total de 50 campos 6pticos/mues-
tra. El material que podia ser identificado a nivel
macroscépico, principalmente semillas intactas y
hojas enteras, era inicialmente determinado me-
diante la comparacién con los especimenes de-
positados en un herbario de referencia. Dicha
identificacién era posteriormente verificada mi-
croscépicamente cuando fue necesario. Su cuan-
tificacién se realizé mediante una estima del
porcentaje de volumen ocupado en el excre-
mento, y transformado a campos épticos me-
diante una simple regla de tres, considerando
que el volumen total corresponde a 50 campos
Opticos. Esto permitié6 obtener una unidad
comun para comparar los datos.

Disponibilidad de frutos

Para determinar la relacién entre el consumo de
frutos por las palomas y la disponibilidad de fru-
tos en el bosque, se realiz6 un estudio sobre la
composicién, fenologia y abundancia relativa es-
tacional de las especies arbdreas mds comunes en
cada una de las dreas de estudio. El método con-
sisti6 en recorrer a pie, dos veces en cada estacién
del afio, un transecto de unos 500 m de largo, en
cada una de las dreas de estudio. Se registr6 la
presencia/ausencia de flores y frutos en los ar-
boles situados hasta los 2 m desde uno de los
lados del transecto. Ademads, se estimé la pro-
porcién de frutos verdes, maduros o pasados, en
la copa de los drboles mediante el uso de pris-
maticos. Es obvio que los resultados obtenidos en
este tipo de muestreo no reflejan la produccién
real de frutos en toda la extensién del hébitat
(BLAKE et al. 1990). Sin embargo, proporcionan
una estimacién aproximada de la cantidad de
frutos disponibles para las palomas turqué y ra-
biche en el hébitat de estudio.

Analisis de datos

Los datos de la dieta se presentan de dos formas:
1) como el porcentaje de campos 6pticos que
contenfan una determinada especie vegetal res-

pecto al total de campos 6pticos estudiados (por-
centaje total), y 2) como el nimero medio y des-
viacién estandar de dichos campos 6pticos
respecto a las muestras que contenfan esa especie
(porcentaje medio). La primera medida indica la
incidencia de una especie en la dieta de las palo-
mas, mientras que la segunda sefiala la preva-
lencia de esa especie en las dietas de cada
individuo. La relacién entre el porcentaje total de
campos 6pticos y el porcentaje de presencia en
las muestras fecales fue evaluada mediante el co-
eficiente de correlacién de Pearson. La composi-
cién de la dieta (porcentajes transformados a
arcoseno) se examind mediante un andlisis de va-
rianza multivariante (MANQOVA), considerando
como fuentes de variacién las épocas del afio
(primavera, verano, otofio e invierno), las ocho
dreas de estudio y la interaccién entre ambas. La
similitud o superposicién de las dietas se calculé
mediante el indice de Morisita usando el porcen-
taje total de campos 6pticos (KREBS 1989). Los
valores de este indice oscilan entre 0 (solapa-
miento nulo) y 1 (solapamiento completo). La
amplitud de nicho tréfico se evalug, usando el
porcentaje total de campos 6pticos, con el indice
estandarizado de Levin, donde los valores cerca-
nos a 0 indican especializacién de la dieta, y los
valores préximos a 1 indican una dieta de com-
posicion diversa (KREBS 1989). Todos los anlisis
estadisticos se desarrollaron usando los progra-
mas SPSS 15.0 (SPSS INC. 2006) y Canoco 4.5
(TER BRAAK & SMILAUER 2002).

RESULTADOS

Identificacion molecular de los excrementos

La diversidad nucleotidica interespecifica obte-
nida a partir de las secuencias de 637-638 pb fue
de 0,16 £ 0,07, mientras que la diversidad in-
traespecifica fue similar en ambas especies (0,002
+0,001). El andlisis RFLP en el que los productos
de PCR de 196-7 pb fueron cortados con la en-
zima Haelll, mostré dos patrones de corte dife-
rentes para las dos especies de palomas
(Figura 2). La secuencia de C. bollii, con dos dia-
nas para la enzima de restriccion, dio lugar a tres
fragmentos de 47, 65 y 84 pb respectivamente, y
la secuencia de C. junoniae, con una sola diana
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Columba baolli ARACCAGCAACTCGACGCGAGAAGTATCCATCACGACTAG (40)

COUMDE JUNONIGE  seosssssssscnrssrsasssnraassarssssansnns

Columba bollil CTTCAGGCCCATTCTTTCCCCCTACACCCTAGCACGACTT  [80)
COUMDE JUNDRIAE s+ s zscssssasnrassnrsssasasnssssnas Aevos
Hae lll
Columba bollii GCTCTTTIGCGCCTCTGGTTCCTATGTCAGGGCCATAAGE  (120)
Columba UNONIGE  serssecsssrarnossnsssseffavesss Bhseoos C+
Haelll

Columba bolli TTGCCAMTCCCAT-GACCTCGCTCTTCACAGATACATCT (160)
Columba LNoniae  « GTTG=+ Cr e+ T Chsoves ToaCsmsssavsssaisess
Columba bolll GETCEGEETCATACCTCACCATTTCAGTCCGTOATCG [137)
Columba Unonlae  s=sesseressan Tonasranssisnsarsassnnss

bp B J J B M d B PE PJ ]

150

B4 | -

B5

47

Figura 2. Fragmentos de 196-7 pb de la RC del ADNmt de la
paloma turqué Columba bollii y la paloma rabiche C. junoniae.
Los lugares de corte de la enzima Haelll (5-GG/CC-3') se
muestran con un subrayado. Los puntos indican la misma base
que la linea superior y un guién indica una insercién-delecién
(“indel”). Tres fragmentos de restriccién (47, 65y 84 pb) fueron
obtenidos para la turqué (B) y dos (47 y 150 pb) para la rabiche
(J)- M, marcador de ADN de 50 pb; PB y PJ, controles positivos
de muestras conocidas de ADN fecal de turqué y rabiche, res-
pectivamente; N, control negativo.

Figure 2. Fragments of 196-197 bp of mtDNA control region
(CR) sequences of Bolle’s laurel pigeon Columba bollii and
white-tailed pigeon C. junoniae from the Canary Islands.
Haelll enzyme-restriction sites (5 -GG/CC-3 ) are underlined
and identified. A dot indicates the same base as on the upper
line; a dash indicates an alignment gap. Three restriction prod-
ucts (47, 65 and 84 bp) were obtained for Bolle’s laurel pigeon
(B) and two (47 and 150 bp) for white-tailed pigeon (J). M, 50-
bp DNA marker; PB and PJ, positive controls of known faecal
sample DNA from individuals in captivity (Bolle’s and white-
tailed pigeons, respectively); N, negative control.

proporcioné dos fragmentos de 47 y 150 pb (MA-
RRERO et al. 2008).

Se logré genotipar un total de 505 excrementos
(53,2% de los 949 excrementos analizados), de los
que 449 (89%) fueron identificados como perte-
necientes a la paloma turqué y 56 (11%) a la pa-
loma rabiche. La paloma turqué fue detectada en
todas las dreas de estudio, mientras que la rabi-
che se localizo en cinco de las ocho fuentes (Los
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Sanguinos, La Piedra Encantada, Hoya del Tedn,
Los Pajaritos y Hierba Huerto).

Extraccién de ADN a partir de semillas
regurgitadas y excrementos

Los resultados indicaron que la concentracién de
ADN fue significativamente mayor usando el mé-
todo directo de extraccion con muestras fecales en
comparacién al método propuesto (test Kruskal-
Wallis; X22 =16,46; p<0,001; Figura 3). Entre los dos
tipos de muestras extraidas con papel de filtro (su-
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251 "
24
2
E 1.5
1 . [
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0
fecales fecales gurgi
Ext ion di Ext de superficie

Figura 3. Concentracion de ADN para muestras fecales
(ug/100 mg) y semillas regurgitadas (ig/100 mm?) proceden-
tes de las palomas endémicas turqué (Columba bollii) y rabiche
(C. junoniae), y ratio A260/A280 de los productos de PCR
usando dos métodos diferentes para la extraccién del ADN
(“directo” y de superficie externa). Los rectangulos represen-
tan los valores de la media + desviacién estandar, incluyendo
los valores mdximos y minimos.

Figure 3. DNA concentration (ug/100 mg and ug/100 mm?)
for fecal samples and regurgitated seeds, respectively and
A260/ A280 ratio for PCR products of endemic Bolle’s laurel pi-
geon Columba bollii and white-tailed pigeon C. junoniae, using
two different DNA sources in the extraction procedure (“di-
rect” and external surfaces). The boxes represent the average +
standard deviation values; maximum and minimum values are
also included.
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perficie externa de heces y semillas regurgitadas)
no hubo diferencias significativas (test Mann-
Whitney; Z, = -0,73; p = 0,46). En cambio, cuando
el grado de pureza del ADN fue estimado por el
ratio A,/ Ay, se registraron diferencias signifi-
cativas entre métodos y muestras empleadas: el
extracto de ADN procedente de las semillas re-
gurgitadas fue mas puro que el de la superficie ex-
terna de los excrementos y éste a su vez mds puro
que el obtenido con el método de extraccién di-
recto (test Kruskal-Wallis; %2, = 67,24; p<0,001; Fi-
gura 3). Este resultado permitié que la tasa de
amplificacion fuera mayor en muestras extraidas
con papel de filtro (80% de las heces, n =45y
87,5% de las semillas regurgitadas, n = 24) que en
muestras extraidas con el método directo (53,3%
de los excrementos) (G, = 11,87; p = 0,003).

Coleccion microhistolégica de referencia

Las caracteristicas diagnésticas para identificar la
epidermis de las hojas, se basaron en la morfologia
de los estomas, pelos glandulares y tricomas (Fi-
gura 4), mientras que las epidermis de los frutos
son estructuralmente mds simples, y por tanto,
mas dificiles de determinar. Las caracteristicas
diagnosticas se basaron principalmente en la mor-
fologia de las células epidérmicas (Figura 5).

Ecologia tréfica de las palomas turqué y
rabiche

Se empled una media de 50 excrementos, previa-
mente genotipados, por estacién del afio (= 6 por
drea de estudio), lo cual signific6 el andlisis mi-
crohistolégico de un total de 198 excrementos de
turqué (9.900 campos 6pticos analizados) y de 56
excrementos de rabiche (2.800 campos 6pticos).

La dieta de la paloma turqué consisti6 en al menos
13 especies de plantas (Tabla 1). Los frutos (pulpa y
semillas) representaron el 75,6% del total de cam-
pos 6pticos, las hojas un 22,4% vy las flores tan solo
el 0,3%. Los frutos de laurel (L. azorica) fueron el re-
curso mds importante, seguido por el vifidtigo (Per-
sea indica), y los frutos y hojas del acebifio (I.
canariensis), sanguino (Rhamnus glandulosa) y tedera
(Bituminaria bituminosa). La composicion de la dieta
mostré una significativa variacién espacio-tempo-
ral (Lambda de Wilks = 3,56; p<0,001). En prima-

1. Tricomas ausentes
2. Pelos glandulares ausentes
3. Complejos estomdticos paraciticos

4. Células Weax :

4. Células i ias barbuje
3.C ji iticos y grupos de dos células redondeadas

anal naz de las Mlﬂﬁ Nex parade
3G inocilicos ¥

ia de grupos de dos células
Prunus

2. Palos glandulares prasentes
5. Pedos glandulares sésiles en forma globular con una sola célula en la base
6. Células y pelos gl n forma de
vesicular ovalada con ple excelsa
6. Células irmegulares mds pequenias con cristales de silica en forma de aguja ..
i i excelsa

5. Pelos glandulares sésiles en forma globular con dos células en la base
7. Myrica faya
7. Myrica rivas-martinezil
1. Tricomas presentes
B. Tricomas consfifuides por una sola célula
9, Tricomas pequefios en forma de cono
10. Complejos estomaticos ausentes, c&lulas poligonales
1. Erica arborea
11. Erica seoparia
1. Erica maderensis
10.G ji , Gélulas

9. Tricomas rectos
12, Células imegulares en el envés de kas hojas... - .. Persea indica
12. Células poligonales en el haz y el envés de las ho]as y tricomas
largos y flexibles con amplia base en las glindulas foliares. Ocolea fostens
9. Tricomas largos y anchos con amplia base
13. Pelos glandulares ausentes
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Visnea
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13. Pelos glandulares presentes
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ng it
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16. Células y complej JHCOS .......
Laurus azorica
16. Células irrag con estomas de tipo i

Slix Cananensis

16. Células poligonales con paredes grue:
esclerénquima en el envés de las hojas ..
9. Tricomas largos en forma de cono
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. Sambucus palmensis
17. Pelos glandulares con ple segmemm y cuatro células en la cabeza,..
. .. Sambucus Ianceofada
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Figura 4. Clave microhistolégica de la epidermis de las hojas
de las especies arbdreas presentes en los bosques de laurisilva
de las islas macaronésicas.

Figure 4. Leaf epidermis microhistological key from the tree
species present in the laurel forest of the Macaronesian islands.
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Figura 5. Clave microhistolégica de la epidermis de los frutos
de las especies arbdreas presentes en los bosques de laurisilva
de las islas macaronésicas.

Figure 5. Fruit epidermis microhistological key from the tree
species present in the laurel forest of the Macaronesian islands.
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vera e invierno, la dieta se centré en el consumo de
frutos de L. azorica, encontrados en el 67,3% del total
de campos 6pticos analizados en estas estaciones.
En verano y otofio, la dieta fue proporcionalmente
mas diversa, y aunque L. azorica siguié siendo im-
portante (22%), se registré un alto consumo de I. ca-
nariensis 'y B. bituminosa, comprendiendo en
conjunto el 41,5% en verano, y de P. indica y R. glan-
dulosa en otofio (52,8%). La presencia en la dieta de
las especies de plantas mds importantes para la pa-
loma turqué vari6 significativamente entre las ocho
dreas de estudio. Laurus azorica fue la tinica especie
presente en la dieta en todas las dreas mientras que
O. foetens y C. proliferus tuvieron una distribucién
mas restringida. Por tanto, la composicién boténica
de la dieta de la paloma turqué dependi6 de la es-
tacién del afio y el drea de estudio.

La dieta de la paloma rabiche estuvo constituida
por al menos 10 especies de plantas (Tabla 2). Los
frutos representaron el 93,5% del total de campos
6pticos y las hojas el 6,3%. Los frutos y hojas de R.
glandulosa y B. bituminosa, y los frutos de O. foetens
y L. azorica fueron los alimentos principales en la
dieta de la paloma rabiche. Persea indica, A. barbu-
jana e 1. canariensis también fueron consumidos,
aunque en menor proporcién. La correlacién entre
el porcentaje total de campos 6pticos y la frecuen-
cia de aparicion en las muestras fecales (rp = 0,97;
p<0,001), confirma que los resultados no repre-
sentan preferencias individuales. El estudio espa-
cio-temporal de la dieta mostré diferencias
significativas (Lambda de Wilks = 3,16; p = 0,001).
En primavera y verano destacaron en la dieta los
frutos de B. bituminosa y R. glandulosa, respectiva-
mente, mientras que en los meses de otono e in-
vierno predominaron los frutos de las laurdceas.
En el estudio de la variacién espacial, realizado
entre las dos dreas con mayor nimero de mues-
tras de rabiche identificadas (Los Sanguinos y La
Piedra Encantada), se observaron diferencias sig-
nificativas en algunas de las especies mds repre-
sentativas de cada zona. Esto indica que la
estructura vegetal de las dreas determiné en gran
medida la composicién de la dieta.

Las dietas de las palomas turqué y rabiche fueron
significativamente diferentes respecto a la mayo-

ria de las especies de plantas mas consumidas. No
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obstante, al comparar la dieta de las dos palomas
en Los Sanguinos y La Piedra Encantada, dreas
donde se obtuvo un mayor tamarfio muestral para
la rabiche, se observé que las diferencias no eran
tan evidentes. El indice de Morisita produjo un
valor “medio” de similitud entre dietas, mientras
que el indice de Levin sefial6 la tendencia hacia la
especializacién, en la que pocas especies son cen-
trales en la alimentacién de las palomas, al menos
durante el afio 2007 /2008 en las dreas de estudio
del Parque Nacional.

En verano y otofio se registré el pico de produc-
cién de frutos en el total de las dreas de estudio.
Se observé una tendencia general en las dos palo-
mas, de aumentar el consumo de frutos cuando
éstos estaban maduros en la mayoria de las espe-
cies arbéreas.

En los excrementos de las dos palomas se encon-
traron semillas dafiadas de todas las especies de
frutos presentes en la dieta. Sin embargo, algunas
soportaron mejor el tratamiento digestivo, como
las semillas de I. canariensis y R. glandulosa. En ge-
neral, y a excepcién de B. bituminosa, las semillas
pequefias fueron afectadas en menor medida que
las de mayor tamafio durante la digestion.

DISCUSION

Identificacion molecular de los excrementos

El anélisis molecular de los excrementos permitié
conocer la distribucién de las palomas en las
ocho dreas de estudio establecidas en el Parque
Nacional de Garajonay, ademads de poner de ma-
nifiesto la abundancia relativa de sus poblacio-
nes. A partir del nimero de excrementos
identificados, se sugiere que la paloma turqué es
abundante tanto en dreas localizadas en el inte-
rior del bosque como en zonas de transicién,
mientras que la paloma rabiche, mucho més es-
casa, se detecté principalmente en dreas de
borde. De hecho, se considera que ésta tltima es-
pecie actualmente ocupa un ambiente subép-
timo, y que su hébitat original fuese el bosque
termoéfilo, hoy practicamente desaparecido
(MARTIN et al. 2000; NOGALES et al. 2009).
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Extraccién de ADN a partir de semillas
regurgitadas y excrementos

La metodologia propuesta en el presente trabajo
para la optimizacién de la extraccién del ADN
utilizando muestras no invasivas aporta cuatro
ventajas principales: (i) la eficiencia y pureza de
los extractos de ADN obtenidos de la superficie
externa de las muestras fueron significativa-
mente mayores con respecto al método directo,
en el que la muestra es empleada en su totali-
dad. Por consiguiente, se redujo el efecto de la
inhibicién en las reacciones de PCR. (ii) Se evitd
la pérdida de los elementos contenidos en las
muestras, por lo que éstas quedan intactas para
posteriores andlisis. Esto es especialmente ttil
cuando se trabaja con especies de aves peque-
flas o de distribucién restringida. (iii) E1l ADN
de las palomas extraido de las semillas regurgi-
tadas fue de alta calidad, y aunque la concen-
tracién fue légicamente baja, pudo ser
amplificado e identificado a nivel de especie.
(iv) Las bases de este método podrian ser apli-
cadas utilizando muestras procedentes de otros
vertebrados, como mamiferos y reptiles (ver
MARRERO et al. 2009).

Colecciéon microhistolégica de referencia

En general, la identificacién de los tejidos epi-
dérmicos de las diferentes especies arbdreas pre-
sentes en los bosques de laurisilva de las islas
macaronésicas, fue posible gracias a las caracte-
risticas microhistolégicas del haz y envés de las
hojas y de los frutos. Esta informacién resulta ser
basica porque permitird la descripcién y cuanti-
ficacioén de la dieta en futuros estudios sobre los
herbivoros (vertebrados y grandes invertebra-
dos) que habitan en este ecosistema (MARRERO
& NOGALES 2005).

Ecologia tréfica de las palomas turqué y
rabiche

Las palomas endémicas turqué y rabiche son es-
pecies bésicamente frugivoras, si bien las hojas son
un aporte alimentario importante en determina-
das épocas del ano. Aunque las dietas de estas
aves no se diferenciaron respecto a la composicién
de las principales especies de plantas, si se distin-
guieron en la proporcién en las que éstas fueron

ingeridas. En cualquier caso, la fisiologfa digestiva
de estas especies debe ser analizada. Las palomas
son las aves frugivoras del bosque de laurisilva
con un mayor tamafio corporal (una media de 37
cm y 430 g de peso), por lo que las consecuencias
de su interaccién con los frutos debe ser diferente
a las de otras especies mds pequefias como el
Mirlo (Turdus merula), el Petirrojo (Erithacus rube-
cula) o las currucas (Sylvia spp.); éstas tltimas, mds
frecuentes en los bordes de la laurisilva.

Desde el punto de vista nutricional, los estudios
de palomas frugivoras en dreas tropicales han se-
falado la importancia de los frutos de laurdceas
en la dieta (CROME 1975; INNIS 1989). Son fru-
tos muy nutritivos y ricos en carbohidratos. Sin
embargo, la escasa concentracién en proteinas
determina que la mayoria de las aves frugivoras
no puedan mantener su masa corporal con una
dieta exclusiva de frutos (LEVEY & MARTINEZ
DEL RIO 2001), y que requieran de las hojas
como un importante suplemento de proteinas
(SUN et al. 1997). En las palomas canarias, el con-
sumo de hojas correspondi6 a los drboles de R.
glandulosa e I. canariensis, asi como a dos arbus-
tos de la Familia Fabaceae, B. bituminosa 'y C. pro-
liferus. Es bien conocido que las hojas de las
leguminosas son ricas en proteinas. De hecho,
estas dos especies han sido utilizadas por los pas-
tores canarios desde época prehispdnica, como
forraje para el ganado (MORALES MATEOS
2003). Son plantas que crecen en dreas abiertas,
bordes de caminos y zonas rocosas, lo cual im-
plica que las palomas se desplazan hacia zonas
generalmente situadas en dreas de borde para in-
gerirlas. El aporte de proteinas animales no fue
importante, aunque restos de invertebrados, en
general muy pequefios, fueron encontrados en
los excrementos de las dos especies de palomas.
El alto nivel de digestién de las presas no permi-
ti6 su identificacién a nivel de especie, y sean re-
sultados de una insectivorfa activa o mas
probablemente tomados accidentalmente junto
con los alimentos vegetales, podrian ser recursos
proteicos alternativos. Otra fuente significativa
de proteinas serian las semillas. No obstante, se
requiere el andlisis quimico de los distintos com-
ponentes de la dieta para determinar su impor-
tancia nutricional.
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La dieta de las dos especies dependié de la va-
riabilidad temporal y espacial de los recursos.
Esto supone que la composicién de sus dietas
estd asociada a los patrones estacionales en la dis-
ponibilidad de los alimentos, pero ademads, y
dado que la topografifa y orientacién del terreno
determina que la estructura de la laurisilva no
sea uniforme en toda su extensién, que las palo-
mas se muevan a través del monte en base a sus
preferencias por determinados recursos.

En dreas compartidas por la turqué y rabiche, la
composicién de la dieta fue muy similar y en re-
lativa concordancia a la composicién vegetal del
hébitat. A pesar de estos resultados, se aprecié
una tendencia al uso diferencial de determinados
recursos. Por tanto, si existe algtin grado de com-
petencia entre las dos especies por un recurso
poco abundante, parece que ciertos mecanismos
temporales o espaciales podrian estar actuando
para permitir su coexistencia.

Importantes aspectos del ciclo anual de las palo-
mas, como la reproduccién, muda o crecimiento
estdn probablemente asociados con los picos es-
tacionales de produccién de frutos, aunque por
el momento se desconoce el grado de influencia
de dicha relacién.

«Ecologfa tréfica de las palomas endémicas de las Islas Canarias»

Las palomas turqué y rabiche quizd acttien como
dispersantes de ciertas especies de semillas, y
como depredadoras frente a otras. En cualquier
caso, el papel global de estas aves en el sistema
de dispersion de las distintas especies de frutos
carnosos depende de muchos factores, desde las
adaptaciones conductuales y fisiolégicas de estas
aves hasta los componentes ambientales del hé-
bitat (ver WHELAN et al. 1998).

Finalmente, los resultados de este estudio preten-
den contribuir a comprender la relacién ecolégica
existente entre dos especies endémicas y su habitat
relicto. La conservacién de las palomas de la lauri-
silva radica en la proteccién de los distintos am-
bientes que estas especies requieren para encontrar
sus recursos alimentarios a lo largo del afio.
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