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Resumen
Correspondencia La poblacion de ardilla roja de Sierra Espuia (Murcia) ha sido
J.M. Lucas descrita como la subespecie Sciurus vulgaris hoffmanni en base a
E-mail: lucas@um.es sus caracteristicas morfologicas, su biologia y su distribucién. En
Recibido: 24 julio 2009 este estudio se ha analizado un fragmento de la region control del
Aceptado: 27 de julio de 2009 ADN mitocondrial de dicha poblacion y de otras poblaciones penin-

sulares. Estos datos se han analizado con el objetivo de determi-
nar las peculiaridades genéticas de S. v. hoffmanni y su co-
rrespondencia con las peculiaridades ya reconocidas tanto morfo-
I6gicas como ecoldgicas, asi como la valoracion de su estatus ta-
xonémico de cara a la conservacion. Los resultados indican la
existencia de un solo haplotipo mitocondrial para Sierra Espunia, el
cual no se ha observado en ninguna otra de las poblaciones anali-
zadas. La diferenciacion genética significativa (Fsr=0,710) y la si-
tuacion de mondfilia reciproca respecto a las poblaciones peninsu-
lares permiten considerar a la poblacién de Sierra Espufa como
una unidad de manejo.
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Abstract

Molecular analysis of Sciurus vulgaris hoffmanni Valverde, 1967
(Rodentia: Sciuridae) and implications for its conservation.

The population of red squirrel from Sierra Espufia (Murcia) has
been considered as the subspecies Sciurus vulgaris hoffmanni
based on their morphology, biology and distribution. In this study a
fragment of the control region of the mitocondrial DNA has been
analyzed for this population together with other Iberian populations.
These data have been analyzed with the objective of determining
the genetic peculiarities of S. v. hoffmanni and their correspond-
ence with the morphological and ecological peculiarities already
described, as well as to evaluate its taxonomic status for conserva-
tion. The data indicate the existence of a single mitochondrial hap-
lotype in the population of Sierra Espuia, which has not been ob-
served in any other Iberian population. Significant genetic differenti-
ation (Fsr=0.710) and reciprocal monophyly with respect to the
peninsular populations allow to consider the population of Sierra
Espuna as a Management Unit.

Key words: Management Unit, subspecies, conservation, population
structure, mitochondrial DNA, Sciurus vulgaris, Spain.
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Introduccién

La familia Sciuridae, compuesta por 278 especies
(Thorington & Hoffmann 2005), presenta
actualmente problemas taxondémicos cuya resolu-
cion es fundamental para el conocimiento y con-
servacion de los diferentes grupos. Desde los tra-
bajos de Mercer & Roth (2003), Steppan et al.
(2004) y Herron et al. (2004) ha quedado probada
la necesidad de llevar a cabo un estudio mas
completo y exhaustivo a niveles mds profundos de
la familia. De esta manera, la clarificacion de los
niveles subespecificos, los mas desconocidos
actualmente, es una tarea necesaria que permitird
estudiar la conservacion de las diferentes subespe-
cies, entendiendo como subespecie un agregado
de poblaciones que habitan en una subdivision ge-
ografica del margen de la especie y que difieren
en diversas caracteristicas de otras poblaciones de
la misma (Mayr & Ashlock 1991), representando
ademas un linaje evolutivo diferenciado (Temple-
ton 1998).

En este contexto, el uso de herramientas mole-
culares constituye un complemento a los métodos
clasicos de clasificacion morfologica, permitiendo
el estudio de tantos caracteres como bases presen-
te la secuencia de ADN a comparar, lo que impli-
ca por tanto el muestreo de un universo muchisi-
mo mas amplio de caracteres, comparado con el
conjunto normalmente reducido de caracteres
morfologicos, anatdmicos, o ultraestructurales
disponibles (De Luna et al. 2005). Mas concreta-
mente, el uso de ADN mitocondrial resulta muy
apropiado para estudiar la historia evolutiva re-
ciente de los organismos, debido a sus caracteristi-
cas estructurales y funcionales. Por esta razon, se
ha empleado con frecuencia la region control o D-
Loop del ADN mitocondrial a estos efectos, para
la familia Sciuridae (Barratt et al. 1999, Trizio et
al. 2005, Hale et al. 2004). Para ello, es comun el
analisis de haplotipos (configuraciones concretas
de una secuencia), lo cual presenta la ventaja adi-
cional de poder reconstruir las relaciones filoge-
néticas o genealdgicas de los organismos, obte-
niendo mucha mas informacién que con el mero
analisis de frecuencias alélicas.

En Europa, el panorama subespecifico de la
ardilla roja europea Sciurus vulgaris, una especie
ampliamente distribuida por todas las regiones fo-
restales Palearticas desde la peninsula Ibérica
hasta la de Kamchatka (Thorington & Hoffmann

2005), es bastante incierto. No obstante, Corbet
(1978) y Lurz et al. (2005) reconocen la existencia
de 17 subespecies en Europa. Segun estos autores,
en la peninsula Ibérica podemos encontrar 3 de
estas subespecies: S. v. fuscoater (en el norte), S.
v. infuscatus (centro y norte) y S. v. hoffmanni Uini-
camente en Sierra Espufia (sureste peninsular).
Esta ultima no fue descrita hasta 1967, cuando
Valverde estudia once ejemplares de esta nueva
poblacion. Valverde (1967) finalmente concluye
en proponerla como la subespecie S. v. hoffmanni,
en base a consideraciones sobre las caracteristicas
morfologicas y la biologia y distribucién de este
esciurido. Sin embargo, no se ha realizado ningtin
trabajo posterior que pueda poner a prueba esta
hipdtesis. En este sentido, el empleo de técnicas
moleculares puede contribuir a la clarificacion ta-
xondémica de S. v. hoffmanni, y ayudar a
comprender mejor la relacion filogenética de la
peculiar poblacion de Sierra Espufia con el resto
de poblaciones, complementando la informacion
disponible en base a criterios ecologicos, morfolo-
gicos y de coloracion (Cabrera 1905, 1914, Miller
1912, Valverde 1967, Sidorowicz 1971, Corbet
1978, Ferreira & Guerreiro 2002). Asimismo, un
mejor conocimiento taxondomico y genético de la
subespecie sera crucial para poder abordar accio-
nes de conservacion y gestion de forma adecuada.

Material y métodos

Muestreo y material biolégico

Todas las muestras de ardilla roja analizadas pro-
ceden de animales encontrados muertos, en su
gran mayoria atropellados (Fig. 1). Se analizaron
46 muestras de ardillas encontradas en 15 locali-
zaciones diferentes, distribuidas en 7 comunida-
des autonomas (Tabla 2). Se obtuvieron ardillas
completas de Sierra Espufia, Moratalla, Madrid,
Sax y Almansa. Del resto de localizaciones se
emplearon muestras de tejido procedentes de mus-
lo, lengua y oreja almacenadas en etanol absoluto.
Tanto las muestras de ardillas completas como las
muestras de tejido conservadas en alcohol, fueron
almacenadas en laboratorio a -20 °C.

Extraccion de ADN

Para las muestras recibidas en etanol, se extrajo
ADN total a partir de tejido muscular del muslo
de la ardilla, excepto para las de Barcelona y Ge-
rona, de las que se procesod tejido de la oreja. El
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Figura 1. Ardillas atropelladas. Fotografia: Miguel Blazquez (4 de
mayo de 2007).

Figure 1. Roadkill squirrels. Photograph: Miguel Blazquez (May
4,2007).

tejido de los ejemplares completos se obtuvo en
laboratorio en condiciones de esterilizacion, me-
diante la seccion de fragmentos de musculo del
muslo.

El ADN se ha extraido en la mayoria de las
muestras usando el protocolo de purificacion de
ADN para tejido animal DNeasy® 96 Protocol
(Qiagen®) siguiendo las recomendaciones del fa-
bricante. En algunas muestras se utilizd ini-
cialmente el protocolo estandar de extraccion con
Chelex® (Walsh et al. 1991), colocando 2 mm? de
tejido en una solucion de 100 pl de Chelex al 5%
y 10 pl de proteinasa K (10 mg/ml) e incubando la
mezcla en el termociclador durante 60 minutos a
55°C, 15 minutos a 99°C, 1 minuto a 37°C y fi-
nalmente 15 minutos a 99°C para cada extraccion.

Amplificacién, purificacion y secuenciacion
de ADN

Se amplificoé un fragmento de la region control o
D-Loop del ADN mitocondrial por PCR, emple-
ando los cebadores universales de Sciurus vulga-
ris H16359 (Barratt et al. 1999) y RScont6 (Hale
et al. 2004). Para la PCR se usaron cdcteles prepa-
rados liofilizados puReTaq™ Ready-To-Go™ (PCR
Beads) con un volumen de reaccion de PCR de 25
pl que contenia 2,5 U de puReTaq ADN polimera-
sa, tampon de reaccion compuesto por Tris-HCl
(10 mM, pH 9 a 20°C), KCl1 (50 mM) y MgCl,
(1,5 mM), 0,012 mg de BSA (bovine serum albu-
min), dNTPs 10 pl (200 pM), 0,6 pul (10 uM) de
cada uno de los dos cebadores (H16359 y RScon-
t6) y 2 ul de ADN de cada muestra. La PCR se
llevdo a cabo en un termociclador MJ Research
thermocycler, modelo PTC-100®, con un progra-
ma de amplificacién consistente en una primera
fase de desnaturalizacion a 96°C durante 2 minu-
tos, seguido de 35 ciclos (30 segundos a 96°C, 30
segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C) y una fase de
elongacion final durante 10 minutos a 72°C. To-

dos los productos de PCR se separaron electrofo-
réticamente en geles de agarosa al 1,5 % y se vi-
sualizaron mediante luz ultravioleta para compro-
bar que la amplificaciéon del fragmento era co-
rrecta. Asimismo los productos de PCR de las 46
muestras se purificaron segin el protocolo
estandar de precipitacion con isopropanol y aceta-
to amonico. Finalmente los productos purificados
fueron secuenciados en ambas direcciones por el
método Sanger (Sanger et al. 1977), mediante re-
activos y protocolos del secuenciador automatico
ABI Prism 3130 de Applied Biosystems® del
Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales
de la Universidad de Murcia.

Analisis de las secuencias

Para cada muestra se obtuvo una secuencia con-
senso del fragmento de estudio, alineando las dos
secuencias de cada una de las dos direcciones si-
guiendo el algoritmo Clustal W (Thompson et al.
1994). Asimismo, las 46 secuencias caracterizadas
se alinearon con el mismo algoritmo para
construir una matriz (alineamiento multiple). Fi-
nalmente, las secuencias fueron colapsadas en ha-
plotipos mediante TCS v1.21 (Clement et al.
2000). En base a los haplotipos obtenidos, se ge-
neré una matriz de distancias genéticas para las
muestras procesadas (resumidas en los haplotipos
descritos) con MEGA 4.0.2 (Tamura et al. 2007),
con el fin de obtener informacién previa respecto
a la relacion de las secuencias entre si. Ademas de
las secuencias obtenidas en el presente trabajo, se
incorporaron las obtenidas por Hale et al. (2004) y
Finnegan et al. (2008) de otras muestras europeas
(Reino Unido, Irlanda, Holanda, Suecia e Italia),
correspondientes a 54 haplotipos diferentes. De la
misma manera, se elaboré otra matriz que in-
corporaba también los haplotipos europeos.

Para el analisis de la estructura poblacional se
realiz6 un analisis espacial de la varianza molecu-
lar (SAMOVA de sus siglas en inglés) implemen-
tado en SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al. 2002),
ejecutandose 100 procesos de “anidamiento” si-
mulado para cada valor de K, registrandose los
valores de varianza genética Fsr, Fsc y Fer para
cada numero de grupos (K).

En cuanto al analisis filogenético, se llevaron a
cabo dos andlisis para el conjunto de secuencias
obtenidas en este estudio mdas las europeas: (1)
clasificacion por el método del vecino mas cerca-
no (NJ), a partir de la matriz de distancias genéti-
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cas, empleando el modelo de sustitucion nucleoti-
dica de Kimura 2-parametros (Kimura 1980) y (2)
maxima parsimonia, implementado en PAUP 4.0
b10 (Swofford 2002), a partir del alineamiento
multiple y realizando una busqueda heuristica con
10000 réplicas mediante el algoritmo TBR (tree
bisection recollection). Para inferir las relaciones
filogenéticas con mayor precisiéon (dado su ca-
racter intraespecifico), se realizé también una red
de haplotipos con el programa TCS v1.21 (Cle-
ment et al. 2000), que utiliza el principio de par-
siomina estadistica (PE), siguiendo las conexiones
mas parsimoniosas con una probabilidad igual o
mayor que 0,95 (95%), como describe Templeton
(1992). Las conexiones ambiguas se resolvieron
siguiendo predicciones derivadas del principio de
coalescencia segin Posada & Crandall (2001).

Resultados

Secuencias

Para cada una de las 46 muestras, se obtuvo una
secuencia de 395 pares de bases de la region con-
trol del ADN mitocondrial. Se encontraron 22 po-
siciones polimorficas y un total de 12 haplotipos
diferentes (Tabla 1). S6lo uno de los 12 haplotipos
(H7) se encontré en mas de una localizacion. To-
das las muestras de Sierra Espufla compartieron
un unico haplotipo (H1) (Tabla 2).

La matriz de distancias genéticas (entre parejas
de haplotipos) se obtuvo segun el modelo evoluti-
vo Kimura-2-parametros (Kimura 1980), imple-
mentada en el programa MEGA 4.0.2 (Tamura et

H1 ACGCCGTATAGTAGAAGGTAGA
H2 ACGCGATATGGTAGAAGATAGG
H3 ACACGGTGTAATAGAAGGTAGA
H4 ACACGGTATAATAGAAGGTAGA
H5 ACGCGGTATGGTAGAAGGTAAA
H6 ACGCGGAATAGTAGAAGGTGGA
H7 ACGTTGTATAGTAGAAGGTAGA
H8 ATGCGGTATAGTAGAGAGTAGA
H9 ATGCGGTATAGTAGGAGGTAGA
H10 ATGCTGTACAGTGGAAGGTGGA
H11 ATGCGGTATGGTAGAAGGTAGA
H12 GCGCGGTATAAAAAAAGGCAGA

Tabla 1. Composicion de bases en las 22 posiciones polimorficas
para cada uno de los 12 haplotipos mitocondriales.

Table 1. Base composition at the 22 polymorphic sites for each of
the 12 mitochondrial DNA haplotypes.

LOCALIZACION

HAPLOTIPO  MUESTRA = o2 ovINCIA)

SVH1
SVH2
SVH3
SVH4
SVH5
SVH6
SVH7
SVH8
SVH9
SVH10
SVH11
SVH12
SVH13
SVH14
SVH15
SVH16
SVH17
SVH18
SVH19
SVH20

H2 sv1
H3 sv2
H4 sv3

sv4
svh
sv6
sv7
sv10 LA CORURA
sv11

H5 PONTEVEDRA
sv15

svi6 LUGO
sv17
sv20
sv21
sv22

H6 sv8

MURCIA

At (SIERRA ESPUNA)

LERIDA
CASTELLON
CASTELLON

CANTABRIA
sv9 ALBACETE
sv13 ALICANTE
H8 svi12 MADRID
H9 svi14 LA CORUNA
H10 sv19 LA CORUNA

H11 — GERONA
sv25

sv27
H12 sv29
sv30

H7

BARCELONA

Tabla 2. Relacion de haplotipos, junto con las 46 muestras que los
comparten y localizacion (provincias) de las mismas.

Table 2. Haplotypes sample codes and sample sites of the 46
indiviuals of S. vulgaris analysed.
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12  AY-H11 AY-H12
H1 [0.006] [0.005] [0.004] [0.004] [0.004] [0.004] [0.005] [0.004] [0.006] [0.004] [0.006] [0.008] [0.006]
H2 0.013 [0.007] [0.006] [0.005] [0.006] [0.006] [0.007] [0.006] [0.008] [0.005] [0.008] [0.009] [0.008]
H3  0.010 0.018 [0.003] [0.006] [0.006] [0.006] [0.006] [0.006] [0.007] [0.006] [0.006] [0.008] [0.006]
H4 0.008 0.015 0.003 [0.005] [0.005] [0.005] [0.006] [0.005] [0.007] [0.005] [0.006] [0.007] [0.006]
H5 0008 0010 0013 0.010 [0.005] [0.005] [0.006] [0.005] [0.007] [0.004] [0.007] [0.008] [0.007]
H6 0008 0015 0013 0.010 0.010 [0.005] [0.006] [0.005] [0.006] [0.005] [0.007] [0.008] [0.008]
H7 0.005 0.015 0.013 0.010 0.010 0.010 [0.006] [0.005] [0.006] [0.005] [0.007] [0.008] [0.007]
H8 0.010 0.018 0.015 0.013 0.013 0.013 0.013 [0.004] [0.006] [0.004] [0.007] [0.009] [0.007]
H9 0008 0015 0013 0.010 0010 0010 0.010 0.008 [0.006] [0.004] [0.007] [0.008] [0.007]
H10 0.013 0.023 0.021 0.018 0.018 0.013 0.013 0.015 0.013 [0.006] [0.008] [0.009] [0.007]
H11 0.008 0.010 0.013 0.010 0.005 0.010 0.010 0.008 0.005 0.013 [0.007] [0.008] [0.007]
H12 0.015 0.023 0.015 0.013 0.018 0.018 0.018 0.021 0.018 0.026 0.018 [0.004] [0.007]
AY-H11 0.023 0.031 0.023 0.021 0.026 0.026 0.026 0.028 0.026 0.034 0.026 0.008 [0.006]
AY-H12 0.015 0.023 0.015 0.013 0.018 0.013 0.018 0.021 0.018 0.021 0.018 0.021 0.013

Tabla 3. Matriz de distancias genéticas para los haplotipos caracterizados y los dos haplotipos de Barcelona (AY178462-H11 y AY178463-
H12) de Hale et al. (2004), disponibles en la base de datos GenBank. En el area inferior izquierda se presentan los valores de distancia (entre
0y 1),y en el area superior derecha el error estandar (entre corchetes).

Table 3. Genetic distance matrix of the characterized haplotypes including two haplotypes from Barcelona (AY-H11 and AY-H12) from Hale
et al. (2004) available in GenBank. Upper part of the matrix refers to the distance values (between 0-1) and lower part of the matrix shows

standard errors (in square brackets).

et al. 2007). Para la elaboraciéon de la matriz se in-
cluyeron dos haplotipos de Barcelona, proceden-
tes del trabajo de Halle et al. (2004) (Tabla 3). La
mayor distancia genética se observo entre los ha-
plotipos AY178462-H11 (Barcelona) y H10 (Fe-
rrol) con un 3,4% (0,034 + 0,009) y la menor en-
tre H4 y H3 (ambos de Castellon) con un 0,3%
(0,003 £ 0,003).

Estructura poblacional

Para estudiar la estructura poblacional se excluye-
ron del analisis las muestras sv14 y sv15 pues no
se conocia su localizacion geografica exacta, y las
muestras sv1, sv8 y sv12 que son eliminadas auto-
maticamente por el programa SAMOVA al estar
formadas por un unico individuo. Las poblaciones
fueron determinadas en funcion de la proximidad
geografica de las muestras. En el anlisis, el valor
de Fcr fue elevado en todos los casos, y creciente
con K hasta alcanzar el maximo en K=12
(Fcr=0,65642). Se observé un valor muy elevado
de Fsr en todos los agrupamientos, con valores en-
tre 0,76936 (maximo) y 0,70978 (minimo). Si-
guiendo las indicaciones de Dupanloup et al.
(2002) se encontr6 un niimero 6ptimo de 12 gru-
pos (K = 12), con un valor de Fcr = 0,65642. Para
determinar las poblaciones europeas se emplearon
los haplotipos mas representativos de cada region.
(Tabla 4).

Neighbor-joining (NJ)

La clasificacion mediante la distancia al vecino

mas cercano (NJ) se implementé en MEGA 4.0.2
(Tamura et al. 2007), usando el modelo Kimura-2
parametros (Kimura 1980). El soporte de los no-
dos fue evaluado con el bootstrap para determinar
la confianza de los clados con 2000 réplicas, esco-
giendo el arbol de bootstrap consenso siguiendo
la regla del 50% (majority rule). Finalmente, se
obtuvo un solo arbol de minima distancia genética
(Fig. 2). La topologia del arbol muestra tres gru-
pos que incluyen todas las muestras ibéricas ex-
cepto las de Almansa y Sax, la de Cantabria y una
de Galicia (sv19) que ocupan una posicion basal.
El grupo 1 incluye a las muestras de Sierra Espu-
fia, siendo el grupo hermano del resto de muestras
ibéricas y europeas. El grupo 2 estd formado por
las muestras de Castellén, Barcelona y resto de
Europa, y el grupo 3 por las ardillas del centro y
norte de la Peninsula.

Méaxima parsimonia (MP)

El analisis de MP se realizd en PAUP 4.0 b10
(Swofford 2002), a través de una busqueda heu-
ristica con 10000 réplicas mediante el algoritmo
TBR. Con el analisis de MP se obtuvieron 290
arboles igualmente parsimoniosos, de los cuales
se obtuvo el arbol consenso mediante la regla del
50% (majority rule), que incluye los grupos mo-
nofiléticos que aparecen en al menos el 50 % de
estos 290 arboles. Se obtuvo también el arbol de
bootstrap consenso por la misma regla, y se colo-
caron sobre los nodos del arbol de MP los valores
de soporte obtenidos (Fig. 3). La topologia del
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Figura 2. Arbol de neighbor-joining con bootstrap, condensado para valores de bootstrap mayores
de 50. Las ramas son proporcionales a la distancia genética. Se incluyen detalles de localizacion
geografica y agrupamiento de los clados principales. Los grupos principales, resultados de la
topografia del arbol, aparecen marcados en diferentes intensidades de gris.

Figure 2. Neighbor-joining tree with bootstrap, condensed for bootstrap values > 50. Branch length
is proportional to the genetic distance. Details of the localities and grouping of the main clades are
included. The three main groups are marked in different grey intensities.
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Figura 3. Arbol consenso de maxima parsimonia con valores consenso de bootstrap. Se indican las
localizaciones geograficas de los principales clados, y los tres grupos mas importantes que se pueden
definir a partir de la topologia del arbol.

Figure 3. Maximum parsimony strict consensus tree with bootstrap. The geographic locations of the main
clades and the three main groups deduced from the topology of the tree are indicated.



Anales de Biologia 31, 2009

Analisis molecular de la ardilla roja de Sierra Espufia

87

arbol consenso coincide con el de NJ, en cuanto a
la posiciéon basal de las muestras de Cantabria,
Almansa y Sax y la muestra sv19 de Galicia. Los
grupos 1, 2 y 3 obtenidos en el andlisis de NJ se
recuperan en este analisis pero constituyendo una
politomia, que no permite resolver las relaciones
entre ellos.

Red haplotipica

Se cred la red de haplotipos para los haplotipos
peninsulares y los 8 haplotipos europeos, seleccio-
nados por ser representantes de los clados europe-

Resto de Europa

Sciurus lis

H10
Peninsula Ibérica

H2

H12

os principales obtenidos por nuestro analisis filo-
genético (Fig. 4). Se produjeron tres ciclos homo-
plasicos que fueron resueltos por el criterio de
distancia geografica en todos los casos, siguiendo
lo dispuesto por Posada & Crandall (2001). El ha-
plotipo de Sierra Espufia se observo mas proximo
al de Almansa y Sax (H7) y més alejado del ha-
plotipo AY-H11 de Barcelona. Asimismo se ob-
servaron dos linajes principales, uno peninsular y
otro europeo, conectados por los haplotipos de
Barcelona. El grupo externo, representado por
Sciurus lis, quedd enraizado con el linaje peninsu-
lar. Al no haber haplotipos compartidos (a ex

AY-H15
AY-H16
AY-H6 .
Y
AY-H4 * * » AY-H7 AY-H14
AY-HS8
AY-H11

Figura 4. Red haplotipica de parsimonia con probabilidad igual o mayor del 95%.Cada linea representa un paso mutacional y cada nodo,
representado por puntos, indica haplotipos necesarios para explicar la evolucion del siguiente estado, haplotipos que no han sido observados

en las muestras analizadas. Se indica el enraizamiento con Sciurus

lis.

Figure 4. The estimated 95% haplotype network. Each line represents a single mutational step and each node represented by dot indicates
haplotypes states that are necessary intermediates between sampled haplotypes but that were not observed in the samples analyzed. The

network has been rooted with Sciurus lis.
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cepcion de H7), las frecuencias de cada haplotipo
correspondieron practicamente a la frecuencia de
muestreo en cada localidad, lo cual no representa
las frecuencias haplotipicas correctamente. La fre-
cuencia, por tanto, no se represent6 graficamente.

Discusion
Analisis molecular de Sciurus vulgaris

El resultado mas relevante del presente estudio es
la existencia de un unico haplotipo de la region
control del ADN mitocondrial para Sciurus vulga-
ris en la poblacion analizada de Sierra Espuiia.
Este resultado contrasta con la variabilidad encon-
trada en otras poblaciones europeas de ardilla roja
en las que se han determinado haplotipos distintos
en diferentes localidades. Este haplotipo encontra-
do en la poblacion de Sierra Espuiia no se ha en-
contrado en ninguna otra localidad de la peninsula
Ibérica ni de Europa (Hale et al. 2004, Finnegan et
al. 2008). Este hecho confirma la peculiaridad ge-
nética de la poblacion de Sierra Espufia y estaria
en consonancia con las peculiaridades morfologi-
cas y ecoldgicas descritas por Valverde (1967),
que considera la poblacion de Sierra Espufia como
una subespecie diferenciada de Sciurus vulgaris,
para la cual propone el nombre subespecifico de
hoffmanni.

La distancia genética muestra valores similares
para todas las muestras, encontrando como haplo-
tipos mas proximos (0,3%) los dos de Castellon
(H3 y H4) y como mas lejanos (3,4%) al haploti-
po AY178462-H11 de Barcelona (Hale et al.
2004) y H10 de Ferrol, lo cual esta en acuerdo con
lo obtenido en la red haplotipica de parsimonia.

Se han identificado 12 nuevos haplotipos ibéri-
cos, no encontrados en ninguna de las muestras de
Europa analizadas con anterioridad al presente
trabajo (Hale et al. 2004 y Finnegan et al. 2008).
La diversidad haplotipica de las poblaciones pe-
ninsulares de Sciurus vulgaris es relativamente
baja en comparacion a las poblaciones del resto de
Europa, y se han descrito haplotipos Unicos, no
compartidos en zonas geograficas relativamente
distantes. Esto indica un fuerte aislamiento de las
poblaciones peninsulares entre si, a pesar de las
posibles translocaciones de individuos de una po-
blacion a otra.

En el analisis de la estructura poblacional el
valor de Fcr es elevado en todos los casos, lo que

indica una marcada variabilidad entre los grupos
definidos (Dupanloup et al. 2002). El elevado va-
lor de Fsr indica una fuerte fijacion de los haploti-
pos en los diferentes grupos, presentando una di-
ferenciacion genética elevada (Fsr>0,25) para
cada uno de ellos. A pesar de la incompleta repre-
sentatividad geografica de las muestras a nivel pe-
ninsular y su escaso numero, se obtuvieron 12
grupos con maxima diferenciacion (Fcr=0,65642).
Estos agrupamientos muestran a la poblacion de
Sierra Espufia junto a las muestras de Almansa y
Sax, estas ultimas consideradas en una misma po-
blacién, lo que indica que la distancia geografica
y la variabilidad genética entre estas dos poblacio-
nes es pequefia en comparacion con la que presen-
tan frente a los otros agrupamientos.

La topologia de los arboles obtenidos en los
analisis de MP y NJ, coinciden en mostrar la
existencia de tres grupos diferenciados: uno
formado exclusivamente por las ardillas de Sierra
Espufia (Grupo 1); otro grupo formado por las
ardillas de Castellon, Barcelona y resto de Europa
(Grupo 2); y otro gran clado formado por las ardi-
llas del centro y norte de la Peninsula (Grupo 3).
La ardilla de Cantabria (sv8) y una de La Corufia
(sv19), junto con las ardillas de Almansa y Sax
(sv9 y sv13), aparecen siempre en una posicion
basal con respecto a los tres grupos anteriores,
aunque con bajo soporte de bootstrap. No obstan-
te, el bajo soporte estadistico obtenido en estos
analisis filogenéticos es esperable para analisis in-
traespecificos (DeSalle et al. 2002).

La red haplotipica generada para las secuen-
cias ibéricas y europeas revela una estructura ge-
nética que permite identificar un linaje compuesto
por las muestras europeas, mas relacionadas con
las muestras ibéricas de Barcelona, asi como otro
linaje para las ardillas peninsulares. Dentro de la
Peninsula, las muestras de Sierra Espufia estin
mas proximas a las de Almansa (Albacete) y Sax
(Alicante), como cabria esperar por la proximidad
geografica. Las del centro y norte de la Peninsula
parecen dividirse en tres grupos, uno de ellos en-
raizado con el grupo externo (Sciurus lis), forma-
do por H6 (Cantabria) y H10 (una ardilla de Gali-
cia), lo que se podria explicar de dos formas: que
este linaje sea el mas antiguo de la Peninsula, al
compartir un ancestro comin con Sciurus lis; o
que las relaciones genealdgicas estén falseadas
debido al muestreo insuficiente y/o a las posibles
translocaciones de ardillas en algunos puntos de la
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Peninsula. En Catalufia se determinaron dos ha-
plotipos, H11 para Gerona y H12 para Barcelona,
que se diferenciaron claramente en la red haplo-
tipica, agrupandose las ardillas de Gerona con las
del norte de la Peninsula y las de Barcelona con
las de Castellon, relacionandose estas ultimas,
como se dijo anteriormente, con el linaje europeo.
De los tres haplotipos encontrados en Galicia, uno
de ellos (H5) es compartido por 14 ejemplares,
mientras que H9 y H10 se encuentran en un solo
individuo cada uno, lo que indicaria la necesidad
de un mayor esfuerzo de muestreo para determi-
nar si se trata de haplotipos fijados en la poblacion
o de translocaciones de individuos procedentes de
otras localidades.

Es necesario mencionar la discrepancia ob-
servada entre las muestras de Sierra Espufa y las
de Almansa (Albacete) y Sax (Alicante), segun los
resultados obtenidos mediante la red haplotipica y
el SAMOVA, vy los del analisis filogenético. Esta
discrepancia consiste en que dichas muestras
estan estrechamente relacionadas con las de Sierra
Espufia en el analisis de la red haplotipica y de
SAMOVA mientras que en el andlisis filogenético
ocupan una posicion basal. La proximidad geogra-
fica indicaria como mas plausible la hipotesis su-
gerida por la red haplotipica y el analisis de SA-
MOVA. Alternativamente, segiin la hipotesis su-
gerida por el analisis filogenético, la posicion ba-
sal de las muestras de Almansa y Sax se explicaria
como resultado de translocaciones deliberadas de
individuos de otras localidades mas septentriona-
les.

A pesar de estas discrepancias, los tres tipos de
analisis muestran que la poblacion de Sierra Espu-
fla mantiene una identidad propia, que seria coin-
cidente con el grupo infuscatus-hoffmanni de-
terminado por Valverde (1967) mediante criterios
morfologicos. Esta identidad propia tan diferen-
ciada, puede explicarse porque la poblacion debio
sufrir un cuello de botella muy importante a fina-
les del siglo XIX debido a la deforestacion masiva
de Sierra Espufia (Codorniu 1900), tras la que
quedaron pequefios bosquetes en zonas relativa-
mente aisladas. Por tanto, la poblacion se veria
fuertemente mermada y restringida a esas areas
boscosas que solo albergarian una poblacion mini-
ma, perdiendo gran parte de la variabilidad genéti-
ca del acervo poblacional. Esta situacion critica,
comenzd a mejorar a partir de 1891, cuando
empiezan los trabajos de reforestacion de Juan

Angel de Madariaga, José¢ Musso y Ricardo Co-
dorniu. En la actualidad, la poblacion se encuentra
totalmente recuperada en cuanto a nimero de
individuos, como muestran las habituales observa-
ciones de este escitrido a lo largo de toda la sie-
rra, zonas agricolas e incluso urbanas, donde
también se pueden contemplar en jardines con
ejemplares de Pinus halepensis. Sin embargo,
pese a este elevado ntimero de individuos actua-
les, la diversidad genética es muy reducida a
juzgar por la existencia de un haplotipo Uinico en
el fragmento analizado de la regién control del
ADN mitocondrial. Este hecho contrasta con la
alta diversidad genética encontrada en Sierra
Espufia para otros organismos, como por ejemplo
el coledptero Tomicus destruens (Gallego & Ga-
lian 2008), en el cual se encontraron 52 haplotipos
para la region Citocromo Oxidasa I del ADN mi-
tocondrial. El impacto diferente causado por la
deforestacion en la diversidad genética de un
vertebrado (ardilla) y un invertebrado (coledptero)
se podria explicar por las diferencias de tamafio,
de requerimientos nutritivos y de habitat.

Implicaciones para la conservacion

De acuerdo con Moritz (1994) y Moritz et al.
(1995), la diferenciacion genética de la poblacion
de Sierra Espufia, a priori, cample el criterio para
constituir una unidad de manejo (MU) en
cualquier estrategia de conservacion a corto plazo.
Esta poblacion, ademas de poseer una diferencia-
cion genética significativa (Fsr = 0,71077), pre-
senta monofilia reciproca en base al andlisis filo-
genético de distancia genética (Fig. 2) con
respecto a las demdas poblaciones peninsulares,
mostrandose como un grupo claramente diferen-
ciado en todos los arboles, incluido el analisis de
parsimonia, lo que refuerza esta distincion.

Para la conservacién a largo plazo, es conve-
niente determinar unidades evolutivas significati-
vas (ESU). Segiin Moritz (1994), el criterio gené-
tico para determinar ESU’s es el de reconocer en
el grupo monofilia reciproca para haplotipos mito-
condriales y observar divergencia significativa en
la frecuencia de alelos de loci nucleares. En este
aspecto, solo queda ampliar el numero de
muestras para conseguir niveles considerables de
significacion y estudiar marcadores genéticos de
ADN nuclear para poner a prueba la hipotesis de
que la poblacién de Sierra Espufia constituye
también una unidad evolutiva significativa (ESU).
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