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RESUMEN

El conejo (Oryctolagus cuniculus L., 1758) es un endemismo de la Peninsula Ibérica y una especie clave del
ecosistema mediterrdneo. Durante las tltimas décadas las poblaciones de conejo de la Peninsula Ibérica
han sufrido un grave declive debido a dos enfermedades: la mixomatosis y posteriormente la enfermedad
virica hemorrdgica. En la actualidad, existen proyectos de recuperacién y potenciacién de las poblaciones
naturales de conejo en zonas protegidas (por ejemplo, el Parque Nacional de Cabaneros y la Finca Estatal
de Lugar Nuevo) basados en la repoblacién a partir de poblaciones donantes. Sin embargo, estas reintro-
ducciones no tienen en cuenta ni el genotipo de los conejos ni el de los virus asociados. En este trabajo, se
investigo la variabilidad y estructura genética en las poblaciones donantes de conejos para la repoblacién
del Parque Nacional de Cabarieros y la Finca Estatal de Lugar Nuevo, asi como en otras poblaciones de
conejo para 11 loci microsatélites y el gen mitocondrial citocromo b, asi como en los virus de la mixomato-
sis y de la enfermedad hemorrdgica. La combinacién de los datos genéticos de conejos y virus permite
determinar si la existencia de individuos resistentes a estas enfermedades es debida a la singularidad
genética de los propios conejos o de los virus que portan. La variabilidad genética del virus de la mixo-
matosis fue muy baja, mientras que el virus de la enfermedad hemorragica presenté una variabilidad
mucho mayor. Ninguno de los dos virus presenté una estructura genética clara, pero en las comparaciones
a pares si se detectaron poblaciones con tipos de virus significativamente diferenciados. Las poblaciones de
conejo estudiadas mostraron una diferenciacion genética significativa, directamente relacionada con la dis-
tancia geografica entre ellas. Segtin los datos obtenidos, el genotipo de los conejos no esta correlacionado
con la probabilidad de padecer ninguna de las dos enfermedades, ni con ser infectado por un determinado
tipo de virus.

Palabras clave: coevolucion, conejo, enfermedad hemorragica, mixomatosis, Oryctolagus cuniculus.

SUMMARY

The European rabbit (Oryctolagus cuniculus L., 1758) is an Iberian endemism and a key species in the
Mediterranean ecosystem. For the last decades, the rabbits from the Iberian Peninsula have been suffering
a severe reduction in their populations because of two diseases: myxomatosis and secondly rabbit
hemorrhagic disease. At present, there are recovery plans for natural rabbit populations inhabiting
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protected areas, such as the Parque Nacional de Cabafieros, which are based on repopulations from donor
populations. However, these reintroductions do not take into account the genotypes of the rabbits or of
their associated viruses. In this study, we investigated the genetic structure and variability in the
populations that donate rabbits for the Parque Nacional de Cabafieros and the Finca Estatal de Lugar
Nuevo, as well as in other populations, based on 11 microsatellite loci and the mitochondrial cytochrome b
gene, and the myxoma virus and rabbit hemorrhagic disease virus. The genetic information of both rabbits
and viruses allows us to determine if the resistance of individuals to these diseases is due to the genetic
characteristics of the rabbits or that of the infecting virus. The genetic variability of the myxoma virus was
very low. On the other hand the variability of the rabbit hemorrhagic disease virus was much higher. None
of the virus studied showed a clear genetic structure, but we did find populations with significantly
differentiated virus haplotypes. We found a significant genetic structure among the studied rabbit
populations, which was highly correlated with their geographic distance. According to our data, neither
the probability of suffering any of the two diseases, nor the. probability of being infected with a certain type
of virus, is related with the individual’s genotype.

Key Words: coevolution, European rabbit, rabbit hemorrhagic disease, myxomatosis, Oryctolagus cuniculus.

INTRODUCCION

El conejo (Oryctolagus cuniculus L., 1758) es una
especie originariamente endémica de la
Peninsula Ibérica y sur de Francia. Su perfecta
adaptacion al ecosistema mediterrdneo unida a
una alta tasa de reproduccién (SORIGUER 1981)
favoreci6 hasta hace pocos afios el mantenimien-
to de grandes poblaciones de este lagomorfo en la
Peninsula Ibérica. Estudios filogenéticos de los
conejos ibéricos basados en el andlisis de genes
mitocondriales han podido determinar la existen-
cia de dos grupos filogenéticos bien diferencia-
dos dentro de la Peninsula Ibérica que se denomi-
naron A y B, respectivamente (BRANCO et al.
2000). El grupo A se distribuye en el suroeste de
la Peninsula Ibérica mientras que el grupo B apa-
rece en el resto de la Peninsula.

La divergencia entre estos dos grupos se debi6 ori-
ginar durante las glaciaciones del Pleistoceno,
cuando los animales quedaron probablemente ais-
lados en dos refugios, a partir de los cuales se han
extendido. Ademds, los conejos del grupo A son
ligeramente méds pequefios que los del grupo B, lo
que ha permitido describir dos subespecies
Oryctolagus cuniculus algirus (Loche, 1858) y
Oryctolagus cuniculus cuniculus (L., 1758), respecti-
vamente (VILLAFUERTE 2002). Hasta la Edad
Media la distribucién natural del conejo estaba
limitada a la Peninsula Ibérica y al sur de Francia
(CALLOU 1995). El hombre introdujo el conejo de
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tipo B por toda Europa y de ahi al resto del mundo,
dando lugar a las razas domésticas.

Dos enfermedades han disminuido los efectivos
del conejo en la Peninsula Ibérica, la mixomatosis
que aparecié a principios de los afios 1960 y redu-
jo hasta en un 90% las poblaciones de conejo (BAR-
CENA et al. 2000) y la enfermedad hemorrégica
del conejo que a finales de los afios 1980 produjo
una nueva mortandad de alrededor del 60% de la
poblacién peninsular (ARGUELLO et al.1998).

El virus de la mixomatosis (MV) pertenece a la
familia Poxviridae y tiene como material genético
ADN bicatenario. Las cepas del virus de la mixo-
matosis existentes en la Peninsula Ibérica proce-
den de una cepa original denominada Lausanne
(BARCENA et al. 2000). La enfermedad suele oca-
sionar unas lesiones tipicas llamadas mixomas,
tanto en el punto de inoculacién del virus como en
los parpados, el mentén y la zona genital. La
muerte se produce segtin la virulencia de la cepa,
entre 9 y 35 dias post-infecciéon (FENNER 1983).
Los brotes de esta enfermedad son estacionales,
siendo mads frecuentes durante los meses templa-
dos. Generalmente los conejos jévenes son mas
susceptibles a la enfermedad. La mixomatosis
induce una respuesta inmune con anticuerpos que
persisten durante bastante tiempo, protegiendo a
los conejos de nuevas infecciones. Las hembras
gestantes inmunizadas transfieren anticuerpos a
sus crias.
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El virus de la enfermedad virica hemorrédgica
(RHDV) tiene un genoma ARN de cadena sim-
ple y pertenece a la familia Caliciviridae. El virus
infecta a los conejos por via directa a través del
aire o bien por transmisién oro-fecal y la enfer-
medad tiene un periodo de incubacién de 48-
72h. La viremia ocasiona un fallo orgédnico mdl-
tiple con multiples hemorragias, congestién y
edema pulmonares y necrosis hepdtica
(ARGUELLO et al 1998). Aunque el primer caso
constatado de virus de la fiebre hemorragica
altamente virulento se dio en China, las eviden-
cias filogenéticas apoyan la existencia de varios
focos simultdneos en diferentes lugares de
Europa como origen de la enfermedad en este
continente (FORRESTER et al. 2006).

El descenso de la poblacién de conejos en la
Peninsula Ibérica conlleva un declive en las
poblaciones de sus mds de 40 depredadores habi-
tuales. Entre ellos destacan el lince ibérico (Lynx
pardinus) y el dguila imperial (Aquila adalberti),
cuyo estado critico se debe en gran medida a la
disminucién de esta presa clave (FERRER 2005;
RODRIGUEZ & DELIBES 1992). Ademds, el
conejo es probablemente junto con la perdiz la
especie cinegética mds importante en Espafa.
Por todo ello, existen diversos proyectos de recu-
peracion y potenciacién de las poblaciones natu-
rales de conejo, centrados en la mejora del hébitat
mediante el aumento de la disponibilidad de ali-
mento (MORENO & VILLAFUERTE 1995), la
construccién de vivares adecuados y la repobla-
cién a partir de poblaciones donantes. Sin embar-
go, no existe ningtin estudio genético que esta-
blezca cémo puede afectar a la supervivencia del
conejo la relacion filogenética de las poblaciones
donantes y receptoras, asi como la variabilidad
genética de las cepas de los virus de la mixomato-
sis y la enfermedad hemorrdgica del conejo exis-
tentes en ambos tipos de poblaciones.

Con este propdsito en el presente trabajo se inves-
tigé la variabilidad y estructura genética de las
poblaciones de conejo donantes y receptoras utili-
zadas en los actuales planes de repoblacién, asi
como la del MV y del RHDV que infectan a los
conejos. El estudio estd centrado en el Parque
Nacional de Cabafieros y la Finca Estatal de Lugar
Nuevo, donde las poblaciones naturales son

anualmente reforzadas con introducciones. Se
trata de un trabajo que utiliza el método compara-
tivo, y por ello para entender la estructura genéti-
ca de los conejos y sus virus en estas zonas prote-
gidas es necesario analizar muestras de toda la
Peninsula Ibérica con el fin de poder interpretar
los resultados en su conjunto. Mediante la com-
binacién de ambos tipos de estudios se pretende
determinar si la existencia de individuos resis-
tentes a estas enfermedades es debida a que son
singulares desde el punto de vista genético o a
que son portadores de cepas de virus menos
virulentas.

MATERIAL Y METODOS

Para la consecucién de los objetivos propuestos
se recogieron un total de 629 muestras de cone-
jos procedentes de 18 poblaciones de la
Peninsula Ibérica en el transcurso de los afios
2004-2006.

En las diferentes poblaciones analizadas se deter-
mino si los conejos habian estado expuestos a los
virus mediante andlisis serolégicos basados en la
técnica de ELISA indirecto. Se pusieron a punto
técnicas de amplificacién por PCR del MV y del
RHDYV, y se detect6 el tipo de cepa de la que eran
portadores cada uno de los animales enfermos. En
el caso del MV, se extrajo el ADN principalmente a
partir de muestras de hisopos conjuntivales y la
variabilidad genética se analiz6 en siete fragmen-
tos del genoma viral ; NC_001132; CAMERON et
al. 1999). En el caso del RHDV, se extrajo el ARN a
partir de muestras de pulmoén y la variabilidad se
analizé mediante PCR anidada.

Para todos los conejos analizados, tanto sanos
como enfermos, se determind mediante andlisis
de polimorfismo de longitud del ADN mitocon-
drial si pertenecian al grupo A o B. Para ello se
amplificé el gen mitocondrial completo del cito-
cromo b y se digirié por separado con dos enzi-
mas de restriccion Haelll y Alul cuyos patrones
de corte en geles de agarosa son diferentes para
cada uno de los linajes mitocondriales (BRAN-
CO et al. 2000). Ademds, para cada individuo se
obtuvieron los genotipos de 11 microsatélites
(MOUGEL et al. 1997; SURRIDGE et al. 1997).
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Los datos de secuencia correspondientes a los
virus y los de polimorfismo de longitud corres-
pondientes a los conejos fueron analizados con
métodos cldsicos de genética de poblaciones e
inferencia filogenética para determinar variabili-
dad y estructura genética. Una vez obtenidos los
datos genéticos de los virus y de los conejos se
testd si existia alguna diferencia entre las caracte-
risticas genéticas de los conejos sanos y de los
enfermos, asi como la posible relaciéon entre los
valores de diferenciacién genética de los virus y
de los hospedadores. Para ello, se realizaron dos
tipos de andlisis factoriales de correspondencias
(FCA). En el primero de ellos se analiz6, para cada
virus y cada poblacién, si existe una asociacién
significativa entre el genotipo de los conejos y su
estado sanitario (sano o enfermo). En el segundo
se analizd, para cada virus, si existe una asocia-
cién significativa entre los genotipos de los cone-
jos analizados y el haplotipo de virus que les
infectaba. También se test6 si existia relaciéon
entre los haplotipos virales y los mitocondriales.

RESULTADOS

Muestras

Las poblaciones muestreadas cubren gran parte
de Espafia e incluyen regiones tipicas de conejos
tanto del grupo A como del grupo B, asi como
particularmente regiones de contacto de ambos
tipos mitocondriales. En total se obtuvieron
muestras de 19 localidades:

1. Lérida (L'Urgell y La Segarra).

2. LaRioja (Logrofio)

3. Valladolid (cuenca del rio Eresma y rio
Cega)

4. Madrid 1 (Colmenar del Arroyo,
Navalagamella y Quijorna)

5. Madrid 2 (Ajalvir)

6. Toledo 1 (Toledo, Bargas y Mocejon)

7. Toledo 2 (Argés)

8. Ciudad Real 1 (Santa Cruz de Mudela)

9. Ciudad Real 2 (Torre de Juan Abad)

10. Ciudad Real 3 (Almodévar del Campo y
Brazatortas)
11. Albacete
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12. Jaén 1 (Anddjar)

13. Jaén 2 (Vilches)

14. Caéceres 1 (Valencia de Alcantara)

15. Céceres 2 (Céaceres)

16. C4diz (Medina Sidonia)

17. Valencia (Vall d’Albadia y Buriol)

18. Baleares (Mallorca)

19. Galicia (Lugo, esta poblacién sélo se incluyé
en los analisis del MV)

Durante el periodo de este estudio, las poblacio-
nes de Toledo 1, Toledo 2 y Cadiz fueron donan-
tes de conejos, mientras que la poblacién de
Ciudad Real 1 fue receptora de conejos.

Serologia

Los resultados de las serologias (ELISA) indicaron
una alta prevalencia de animales positivos (con un
elevado ntimero de anticuerpos). Puesto que las
pruebas de serologia solamente se pueden hacer a
partir de animales vivos, no todas las poblaciones
pudieron ser analizadas. Se observaron diferen-
cias notables en el niimero de positivos de MV en
las poblaciones estudiadas: Toledo 1 (100%),
Ciudad Real 1 (80%) y Cadiz (30%). En el caso del
RHDYV, los porcentajes de positivos en las pobla-
ciones analizadas son en general menores: Toledo
1(62%), Ciudad Real 1 (60%) y Cadiz (44%).

Mixomatosis

Se analizaron siete fragmentos que abarcaban 23
genes del MV con un total de 7681pb. Se detecté
amplificacién positiva (Figura 1) de los siete frag-

MO77-M079

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR de un fragmento del genoma del MV.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of one of the PCR -ampli-
fied fragments of the MV genome.
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Figura 2. Red de haplotipos de MV. En blanco se muestran los
conejos infectados tipo A y en negro los de tipo B. En gris se
representa el MV de la cepa Lausanne.

Figure 2. Network of MV haplotypes. White denotes that infec-
ted rabbits belong to type A and black to type B. The size of each
circle is proportional to the frequency of its haphotype. The
Lausanne MV strain is indicated in grey.

mentos en 80 individuos distribuidos en ocho de
las poblaciones analizadas. Las secuencias obteni-
das resultaron estar bastante conservadas a nivel
inter- e intrapoblacional y muy similares a la cepa
Lausanne (se diferenciaban de ésta entre 1y 5
nucledtidos). Las 80 secuencias de virus analiza-
das dieron lugar a un total de 24 haplotipos dife-
rentes de virus. La poblacién que mds diversidad
de tipos de virus present6 fue Jaén, en la que las
cuatro muestras resultaron ser haplotipos diferen-
tes (dos de ellos también presentes en Ciudad Real
3), seguida de Ciudad Real 3 con 16 haplotipos
diferentes de virus.

Se obtuvieron valores significativos de diferen-
ciacién genética (estadistico Fyp; solo para las
comparaciones de Ciudad Real 3 con el resto de
poblaciones espafiolas, Albacete con Madrid 2,
Toledo 1 y Galicia, asi como la comparacién de
Toledo 1 y Baleares. En los andlisis demogréfi-
cos se obtuvieron valores significativos del esta-
distico F de Fu (FU 1997), lo que sugiere que las
poblaciones del MV estdn en expansién. Tanto
la red de haplotipos como el drbol de NJ (SAI-
TOV&NEI 1987) obtenido con distancias corre-
gidas con el modelo de Tamura-Nei (TAMU-
RA&NEI 1993) apenas mostraron resolucién
(Figura 2)

Enfermedad Virica Hemorragica del Conejo

Se consigui6é amplificar un fragmento de 573pb
del RHDV de 37 individuos procedentes de siete
poblaciones. La variabilidad encontrada en este
virus fue mds alta que para el MV. En total se
encontraron 16 haplotipos distintos para el
RHDV. El tipo de virus mds comun se encontrd
en tres poblaciones: Jaén 1, Toledo 1 y Albacete.
Madrid 1 fue la tinica poblacién que no compar-
tia ninguno de sus haplotipos con el resto de las
poblaciones. Ninguna de las comparaciones
para establecer diferenciacién genética entre las
poblaciones con RHDYV fue significativa.

El 4rbol de NJ obtenido para los nuevos haplo-
tipos de RHDV y los publicados anteriormente
muestra que los virus espafioles forman un
grupo natural (Figura 3). El virus AST89 aisla-
do en Asturias, que se considera uno de los
primeros focos de infeccién de RHD en
Espafia, se encuentra en una posicién basal a
todas las demds. Cuando se analizan sélo los
aislados esparfioles, el drbol de NJ (distancias
corregidas con el modelo GTR+I+G) y la red
de haplotipos mostraron que existen dos gru-
pos o clados de RHDV en Esparia (Figuras 3 y
4). El Clado I es mucho més frecuente que el
Clado II, incluyendo este dltimo algunos virus
de Toledo 1, Madrid 1, y Jaén 1. En el analisis
demogrdfico, los resultados del test de neutra-
lidad de Fu (FU 1997) indican que los datos de
secuencia del RHDV no se ajustan a un modelo
de poblacién en expansién. Los pardmetros
demogréficos indican que probablemente el
Clado II sea un tipo de virus menos extendido
que el del Clado I.

Figura 4. Red de haplotipos de RHDV. En blanco se muestran
los conejos infectados tipo A y en negro los de tipo B

Figure 4. Network of RHDV haphotypes. white indicates that
infected rabbits belong to type A, and black to type B. The size
of each circle is proportional to the frequency of its haplotype.
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Figura 3. Arbol filogenético de NJ para todos los haplotipos de RHDV publicados. En gris se muestran los haplotipos de Espafia. En
cuadro gris se muestra la cepa AST89.

Figure 3. Phylogenetic NJ tree for all the previously published RHDV haplotypes. Grey denotes Spanish haplotypes. The AST89
RHDV strain is indicated in grey square.
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Conejo

La proporcién de la subespecie O. c. cuniculus
(linaje B) fue mayor para todas las poblaciones
del norte y centro de la Peninsula, mientras que
en el sur predominé la subespecie O.c.algirus
(linaje B). En ninguna de las regiones se encon-
traron poblaciones que tuvieran exclusivamente
conejos de la subespecie O.c.algirus, todas ellas
presentaron aunque fueran en baja proporcion,
conejos de la subespecie O.c.cuniculus. Sin
embargo, en el norte y centro si se encontraron
poblaciones en las que sélo estaba presente la
subespecie O. c. cuniculus.

Se amplificaron 11 microsatélites en un total de
587 muestras distribuidas en 18 poblaciones
(Galicia no fue analizada debido al bajo nimero
muestral). Todos los microsatélites analizados
fueron altamente polimérficos (4-19 alelos). La
poblaciéon que globalmente presenta mayor
variabilidad fue Toledo 1y la menos variable fue
Baleares. En general todas las poblaciones pre-
sentaron valores altos de diversidad.

Los valores de Fg; obtenidos para todos los
pares de poblaciones fueron significativos para
casi todas las comparaciones, a excepcién de las
comparaciones entre las poblaciones de Toledo 2
con Valladolid, Madrid 1 y Toledo 1 y las de
Ciudad Real 2 con Ciudad Real 1, Toledo 2 y
Madrid 1. En general, los valores mads altos fue-
ron los que comparaban la poblacién de La Rioja

y Mallorca con el resto de poblaciones (0.06-
0.15). Se estimé un nimero de poblaciones te6-
ricas de K= 8 mediante inferencia Bayesiana. En
sOlo seis de las poblaciones analizadas la asigna-
cién de individuos tuvo una probabilidad del
70% o mayor. Estas poblaciones con un alto por-
centaje de asignacién fueron: Mallorca, Lérida,
La Rioja, Ciudad Real 3, Céceres 2 y Cadiz. El
resto de poblaciones estdn formadas por una
mezcla de otras poblaciones tedricas. Dentro de
las poblaciones de Toledo 1y 2 existen dos gru-
pos bien diferenciados, que se corresponden con
conejos extraidos de diferentes explotaciones
cinegéticas. En cualquier caso, no existe una
correlacién entre genotipos puros (con un alto
porcentaje de asignacién), poblaciones en
expansion y poblaciones donantes o receptoras.

El andlisis jerarquico de AMOVA (EXCOFFIER
et al. 1992) encontré diferencias significativas en
las poblaciones de conejo en Espafia en su totali-
dad. Al separar los individuos de cada pobla-
cién en funcién de su pertenencia a los linajes
mitocondriales A y B también se encontré una
estructura genética significativa a nivel nuclear.
Sin embargo, al testar la separacién en dos lina-
jes inicamente con los conejos de la zona de
contacto (Madrid 1, Madrid 2, Toledo 1, Toledo 2
y Ciudad Real 2), el resultado fue no significati-
vo, por lo que se comprueba que existe una
homogeneizacién de las caracteristicas genéticas
nucleares al mezclarse los dos tipos de conejo

Estructura Analizada Varianza % total F p
1. Todos: un grupo
Entre poblaciones 0.025 6.12 F;_0.061 <0.0001
Dentro de poblaciones 3.859 93.88
2. Todos: dos grupos (Conejos Tipo A) (Conejos Tipo B)
Entre grupos 0.069 1.69 F;=0.017 0.0009
Entre poblaciones dentro de grupos 0.214 517 F,c=0.052  <0.0001
Dentro de poblaciones 3.859 93.14 F;=0.068 <0.0001
3. Zona de contacto: dos grupos (Conejos Tipo A) (Conejos Tipo B)
Entre grupos 0.015 0.38 F;=0.004 0.219
Entre poblaciones dentro de grupos 0.074 1.82 Fsc=0.018  <0.0001
Dentro de poblaciones 4.016 97.8 F;=0.022  <0.0001

Tabla 1. Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) basado en datos de microsatélites del conejo.
Table 1. Analysis of Molecular Variance (AMOVA) based on the rabbit microsatellite data.
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(Tabla 1). Un test de Mantel demostré que existe
una correlacién altamente significativa (r =
0.722, P < 0.00001) entre las distancias genéticas
y geogrdficas de las poblaciones analizadas.

Correlacion entre virus y hospedador

Los diferentes andlisis factoriales de correspon-
dencias realizados para cada poblacién demos-
traron que no existen diferencias significativas
entre los genotipos de conejos sanos y enfermos.
Tampoco existieron diferencias entre un genoti-
po determinado de conejo y un haplotipo deter-
minado de virus (Figuras 5 y 6). Tan sélo se
observé una correlacién entre los genotipos de
los individuos de Baleares y el tipo de virus por
el que estaban infectados. En las redes de haplo-
tipos de los virus tampoco se observé que exis-
tiera una correspondencia entre los haplotipos
virales y los linajes mitocondriales del conejo.

DISCUSION

La finalidad de este estudio era conocer la estruc-
tura genética de las poblaciones de conejo en la
Peninsula Ibérica, asi como su relacion con la
estructura genética del MV y del RHDV. Para
entender los resultados es necesario tener en

«Coevolucién de los virus de la mixomatésis y enfermedad hemorrdgica con el conejo»

cuenta que la gestién de las poblaciones naturales
de conejo en la Peninsula Ibérica incluye vacuna-
ciones, translocaciones y reintroducciones.

Los datos obtenidos de los andlisis serolégicos
indican que un gran nimero de los conejos han
estado expuestos a los dos tipos de virus. El
ndmero de individuos en los que se detectaron
anticuerpos frente al RHDV fue menor que para
la mixomatosis, lo cual puede ser debido a que
la mayor virulencia de este virus haga que pocos
individuos sobrevivan y por tanto presenten
anticuerpos. En este estudio no es posible dis-
tinguir si la presencia de anticuerpos en los
conejos se debe a una inmunidad natural adqui-
rida por contacto con el virus o a que los conejos
han sido vacunados.

El presente trabajo constituye el primer estudio
que caracteriza la variabilidad genética del MV
a nivel poblacional en la Peninsula Ibérica. Los
resultados obtenidos demuestran que se trata de
un virus con una variabilidad genética muy
baja, como es de esperar en un virus ADN. Esto
explicarfa por qué no se obtuvo una estructura
ni en el drbol filogenético ni en la red de haploti-
pos. Aunque se obtuvieron diferencias signifi-
cativas entre las poblaciones de Ciudad Real 3 y
el resto de poblaciones, la ausencia de una
estructura genética en los drboles o la falta de
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Figura 5 Andlisis factorial de correspondencias entre los genoti-
pos de conejos enfermos. Cada color representa un tipo de MV.

Figure 5. Factorial correspondence analysis among genoty-
pes of MV infected rabbits. Each colour represents a MV
haplotype.
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Figura 6. Andlisis factorial de correspondencias entre los genoti-
pos de conejos enfermos. Cada color representa un tipo de
RHDV.

Figure 6. Factorial correspondence analysis among genotypes of
RHDV infected rabbits. Each colour represents a RHDV
haplotype.
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correlacién entre las distancias genéticas y geo-
grdficas hacen pensar que el MV en Espana se
comporta como una dnica poblacién. Esta con-
clusién se ve apoyada por el hecho de que 10 de
los 24 haplotipos encontrados estaban presentes
en mds de un individuo, y cuatro de ellos tam-
bién eran compartidos por mds de una pobla-
cién. En Baleares, todos los virus compartian un
mismo haplotipo que es exclusivo de esta pobla-
cién, lo que podria indicar un mayor aislamien-
to de esta poblacion. Este aislamiento y diferen-
ciacién, se debe tener en cuenta a la hora de
disefiar translocaciones de conejos desde y hacia
la isla.

Por otro lado, ninguno de los haplotipos espa-
fioles es igual al de la cepa Lausanne, que fue la
causante de la primera infeccién de mixomato-
sis en la Peninsula Ibérica. De hecho, algunas
cepas del MV en Espafia son mds diferentes
entre si que respecto a la cepa Lausanne. Esto es
debido probablemente a la gran expansién que
ha tenido el MV en Espaiia, como asi lo reflejan
los tests demogréficos realizados. Esta diferen-
ciacién de los virus se debe tener en cuenta a la
hora de realizar las vacunaciones, ya que las
cepas espafiolas no tienen por qué ser iguales a
las cepas europeas o a la cepa Lausanne.

El fragmento analizado del RHDV mostré una
mayor variabilidad que el virus de la mixomato-
sis. Esta mayor variabilidad es 16gica en un
virus de tipo ARN debido a que presentan una
mayor tasa de mutaciéon. El drbol de NJ, que
incluye haplotipos europeos del RHDV, muestra
que los virus espafioles provienen de un tnico
ancestro. Si se consideran tinicamente las
secuencias propias de este estudio se observa,
tanto en el drbol de NJ como en la red de haplo-
tipos, que las secuencias de los virus se agrupan
en dos clados aunque sin soporte estadistico. El
Clado I representa la variabilidad del RHDV en
Espafia, mientras que los tipos de virus del
Clado II son tipos de virus poco frecuentes que
probablemente se hayan visto favorecidos por
las explotaciones cinegéticas del centro de
Espafia. Asi, dentro del Clado II el mismo
haplotipo de virus se encontré en muestras de
Toledo 1y Jaén 1. Este hecho se puede explicar si
se tiene en cuenta que en la poblacién de Jaén

existen tanto conejos autéctonos como introdu-
cidos de la provincia de Toledo. Este caso se
debe tener muy en cuenta por dos razones. En
primer lugar, las explotaciones cinegéticas pue-
den estar favoreciendo la permanencia en la
naturaleza de virus que de otra manera serian
poco frecuentes. En segundo lugar, las trasloca-
ciones podrian estar sesgando los tipos de virus
presentes en las poblaciones. De ahi podemos
deducir la importancia que tiene el control sani-
tario de las poblaciones donantes de conejos. A
pesar de la existencia de estos dos grupos de
RHDYV no existen diferencias significativas entre
ninguna de las poblaciones del virus, por lo que
se puede decir que el RHDV en la Peninsula
Ibérica se comporta como una tnica poblacién.

Con respecto a los conejos, el andlisis de las fre-
cuencias de los linajes A y B de ADN mitocon-
drial realizado, permite obtener varias conclu-
siones si se comparan con las frecuencia
publicadas en un estudio de hace seis afios
(BRANCO et al. 2000). Se observa un aumento
en cuanto al drea de distribucién de la subespe-
cie O.c.cuniculus (linaje B) que avanza hacia el
sur, introduciéndose en regiones en las que
antes sélo se observaban individuos de O. cuni-
culus algirus (linaje A). Esta expansiéon podria
estar ocasionada por dos factores principalmen-
te: el primero serfa una posible adaptacién y
mayor resistencia a enfermedades que permiti-
ria aumentar el nimero de efectivos en las
poblaciones de conejo en el norte y favoreceria
la colonizacién de nuevos hébitats hacia el sur; y
el segundo serfa debido a las campafias de rein-
troduccién de conejos que se llevan a cabo en el
sur de la Peninsula, y que utilizarian principal-
mente como donantes poblaciones del centro de
la Peninsula Ibérica (por ejemplo Toledo 1) en
las que la mayoria de los individuos tienen el
haplotipo B.

Todos los andlisis realizados para determinar la
estructura genética de las poblaciones de conejo
han indicado que efectivamente existe una
estructuracion y, por tanto, una diferenciacion
significativa de las poblaciones de conejo. En los
andlisis de asignaciéon Bayesiana, Baleareas,
Lérida, La Rioja y Cddiz fueron consideradas
como poblaciones claramente diferenciadas con
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porcentajes de asignaciéon superiores al 90%,
seguidas de Ciudad Real 3 y Céceres con por-
centajes de asignacion superiores al 70%. El
resto de las poblaciones estdn formadas por
mezcla de otras poblaciones tedricas y deben
resultar de la mezcla natural en el pasado o de
reintroducciones mds recientes. La alta estruc-
tura genética encontrada en las poblaciones de
conejo sugiere una baja tasa de dispersién de la
especie. Este resultado viene apoyado por el alto
nivel de significacién del test de Mantel para el
aislamiento por distancia, en el que se revela
que el mayor condicionante para la diferencia-
cién genética de las poblaciones es la distancia
geogrdfica a la que se encuentran. Si efectiva-
mente los conejos por si solos se dispersan poco,
el aumento de conejos del grupo B en la mitad
sur de la Peninsula se deberia a las translocacio-
nes realizadas por el hombre mds que a coloni-
zaciones naturales.

El andlisis de AMOVA realizado indicé que en
general la reintroduccién de individuos basédn-
dose en el linaje mitocondrial al que pertenecen
puede ser una estrategia adecuada, ya que la
estructura genética nuclear de los conejos se
corresponde con la existencia de los dos linajes
mitocondriales. Sin embargo, este no es el caso
en la zona de contacto entre los dos linajes, sien-
do esta zona precisamente una de las dreas
donantes de conejos mds importantes (Toledo 1).
Esto se debe a que en esta zona existe una homo-
genizacion de las caracteristicas genéticas de los
conejos, independientemente si son del linaje A
o del B. El hecho de introducir conejos de esta
zona en otras poblaciones, lo que producira sera
una homogenizacién acelerada de todas las
poblaciones, perdiéndose asi las caracteristicas

290

«Coevolucién de los virus de la mixomatésis y enfermedad hemorrdgica con el conejo»

genéticas de cada poblacién y, por tanto, su acer-
vo genético y posibles adaptaciones al medio
ambiente. En este sentido, idealmente las rein-
troducciones en el Parque Nacional de
Cabafieros y la Finca Estatal Lugar Nuevo debe-
rian realizarse a partir de Fincas donantes lo
mads cercanas posibles en el sur de la Peninsula y
fuera de la zona de contacto de los linajes mito-
condriales A y B.

En general, todos los andlisis realizados para
intentar desvelar una asociacién entre los cone-
jos y los virus resultaron no significativos. Las
caracteristicas genéticas de los conejos no condi-
cionan la susceptibilidad de padecer ninguna de
las dos enfermedades estudiadas. Asi mismo,
todas las cepas de cada virus tienen la misma
capacidad de producir cada una de las enferme-
dades estudiadas en todos los conejos, aunque
no se conoce si todos los tipos de virus identifi-
cados producen una enfermedad con igual viru-
lencia.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los cone-
jos presentan una cierta estructura genética
probablemente debida a una baja tasa de dis-
persion, siendo las translocaciones las respon-
sables principales de la mezcla genética entre
poblaciones. Tanto el MV como el RHDV no
parecen presentar ningtn tipo de estructura,
aunque en el caso del RHDV de la poblacién
Toledo 1 se aprecia cierta singularidad que hay
que tener en cuenta a la hora de usar esta
poblacién como donante.
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