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USO DE TECNICAS MOLECULARES Y ANALISIS
DISCRIMINANTES PARA DIFERENCIAR MEDIANTE
BIOMETRIA DOS SUBESPECIES DE ESCRIBANO PALUSTRE
EMBERIZA SCHOENICLUS

Eduardo J. BELDA* 1, Laura KvisT**, Juan S. MONROS*** Suvi PONNIKAS**
y Carlos TORRALVO***%*

SuMMARY.—Use of molecular techniques and discriminant analyses to determine with biometric meas-
urements two subspecies of reed bunting Emberiza schoeniclus.

Aims: To compare the biometry of the endangered western iberian reed bunting Emberiza schoeniclus
witherbyi with the wintering populations of the nominal subspecies E. schoeniclus schoeniclus, using a
sample of individuals previously identified by molecular techniques, and to obtain a discriminant func-
tion to easily determine the subspecies of birds in hand.

Location: Birds were captured in different populations in Spain, Portugal and Finland.

Methods: Blood, feathers or tissues samples from 99 individuals were used for extracting DNA to tax-
onomically classified two subspecies of reed buntings. Biometric measures were compared between E.
s. schoeniclus and E. s. witherbyi subspecies for the 43 individuals for which subspecies assignation was
known by molecular analysis. Discriminant analyses were used to identify the best traits for discriminat-
ing between the two subspecies. Biometric measurements from another different 105 reed buntings were
externally used to validate the discriminant function.

Results: The molecular analysis classified correctly most of the individuals to the subspecies where
they were initially assigned. There were significant differences in bill length, bill width, bill height
and tarsus between the two subspecies studied. The best discriminant function included only bill height
as the predictor variable and correctly classified 95 % of individuals included in the molecular sub-
species sample, and 99 % of individuals from the external sample. A bird will be classified as Emberi-
za schoeniclus witherbyi if bill height is > 5.9 mm and as Emberiza schoeniclus schoeniclus if bill height
is < 5.9 mm.

Conclusions: The discriminate function obtained using measurements of individuals previously as-
signed to each subspecies by molecular analyses showed that it is possible to distinguish between the two
subspecies with high accuracy using only bill height as a simple biometric measurement. From an evolu-
tionary point of view, this difference in bill shape and size may be explained by an adaptation to different
feeding habits.
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RESUMEN.—Uso de técnicas moleculares y andlisis discriminantes para diferenciar mediante biome-
tria dos subespecies de escribano palustre Emberiza schoeniclus.

Objetivos: Comparar la biometria del escribano palustre iberoriental Emberiza schoeniclus witherb-
yi, con la poblacion invernante de la subespecie nominal de escribano palustre E. schoeniclus schoeniclus,
usando una muestra de individuos previamente identificados mediante técnicas moleculares, y obtener
una funcién discriminante que nos permita determinar la subespecie mediante medidas biométricas.

Localidad: Las aves se capturaron en diversas localidades de Finlandia, Portugal y Espaia.

Métodos: Se tomaron muestras de sangre, tejidos o plumas para los analisis moleculares de un total
de 99 escribanos palustres. Los analisis moleculares se realizaron usando microsatélites. Se compard la
biometria para los individuos cuya subespecie se confirmé mediante técnicas moleculares (n =43). Para
identificar qué caracteres morfologicos permitirian diferenciar entre las subespecies schoeniclus y wi-
therbyi se realiz6 un analisis discriminante. Este se validé empleando datos biométricos de otros 105 es-
cribanos palustres.

Resultados: El analisis de asignacion situd correctamente todos los individuos en la subespecie en la
que habian sido asignados inicialmente. Encontramos diferencias significativas en la altura del pico,
longitud del pico, anchura del pico y tarso entre E. s. witherbyiy E. s. schoeniclus. La funcion discrimi-
nante incluy6 sélo la altura del pico y clasificd correctamente el 95 % de las muestras incluidas en el
analisis y el 99 % del resto de las muestras. Un escribano capturado en Espaia sera un E. s. witherbyi si
la altura de pico es > 5.9 mm.

Conclusiones: Existe un claro dimorfismo en el tamafio del pico entre las dos subespecies de escri-
bano palustre estudiadas, siendo la iberoriental la que presenta un pico de mayor tamafio. Desde un pun-
to de vista evolutivo, esta diferencia en la forma y tamafio del pico puede indicar diferentes adaptaciones
en los habitos alimenticios. El analisis discriminante basado en individuos en los que previamente se con-
firmo su asignacion a una de las dos subespecies demostrd que es posible diferenciar entre ambas subes-
pecies con gran exactitud usando simples medidas biométricas. Estos resultados ayudaran al estudio de
la biologia del escribano palustre iberoriental, subespecie cuyas poblaciones en Espaiia estan catalogadas
como “en peligro”.

Palabras clave: analisis discriminante, biometria, Emberiza schoeniclus schoeniclus, E. schoeniclus
witherbyi, microsatélites.

INTRODUCCION res y ornitdlogos en general. Una alternativa

sencilla y que da muy buenos resultados es el

Actualmente en ornitologia se estan apli-
cando técnicas de biologia molecular en estu-
dios de aves en los que es necesario diferen-
ciar entre grupos de individuos de una especie
en funcién del sexo, origen geografico, com-
portamiento migratorio o subespecie, especial-
mente cuando las diferencias no son claras (p.e.,
Griffiths et al., 1998; Balbontin et al., 2001;
Bensch et al., 2002; Hobson et al., 2004; Mila
et al.,2007; Vogelli et al., 2007). Sin embar-
g0, estas técnicas son caras y requieren recur-
sos de dificil acceso para muchos investigado-
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uso de técnicas multivariantes basadas en
rasgos morfoldgicos, como es el caso del uso
de analisis discriminantes (p.e. Svensson, 1996;
Pérez-Tris et al., 1999; Copete et al., 1999;
Balbontin et al., 2001; Sarasola and Negro,
2004; Figuerola et al., 2006; Hermosell et al.,
2007; de la Hera et al., 2007). Esta técnica
estadistica se usa para construir un modelo pre-
dictivo que permita pronosticar el grupo de
pertenencia de un caso a partir de las caracte-
risticas observadas en una muestra de indivi-
duos. El procedimiento genera una funcion dis-
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criminante (D) basada en combinaciones line-
ales de un grupo de variables independientes
(en este caso variables morfologicas) que pro-
porcionan la mejor discriminacion posible en-
tre los grupos. Las funciones se generan a par-
tir de una muestra de casos para los que se
conoce el grupo de pertenencia; posteriormen-
te, las funciones pueden ser aplicadas a nue-
vos casos que dispongan de medidas para las
variables predictivas pero de los que se desco-
nozca el grupo de pertenencia.

El escribano palustre Emberiza schoeniclus
esta en declive en parte de Europa (Tucker and
Heath, 1994). En Espafia so6lo crian dos subes-
pecies de las cerca de 30 descritas de escriba-
no palustre (Byers ef al., 1995): el escribano
palustre iberoccidental E. schoeniclus lusita-
nica (Steinbacher, 1930; en el noroeste penin-
sular) y el escribano palustre iberoriental E.
schoeniclus witherbyi (Von Jordans, 1923; este
peninsular y Baleares). Los efectivos pobla-
cionales de escribano palustre experimentan
un incremento en invierno debido a la llegada
del contingente europeo que pertenece a la su-
bespecie nominal E. schoeniclus schoeniclus
(Linnaeus, 1758). El escribano palustre ibero-
riental se encuentra distribuido en unos po-
cos humedales en Espaiia, sur de Francia (Pou-
lin et al., 2002), y al menos en una localidad
en el norte de Marruecos (Rbidi, H. obs. pers.).
En Espafia su poblacion estimada es de tan sélo
254 - 360 parejas (Atienza, 2006). Debido a
estas causas, el escribano palustre iberoriental
esté catalogado como “en peligro” en Espana
conforme a los criterios de la UICN (Madro-
fio et al., 2004; Atienza, 2006). Sin embargo,
y pese a su precario estado de conservacion,
son muy escasos los trabajos publicados sobre
esta subespecie (véase Isenmann, 1990; Cope-
te et al., 1999; Atienza, 2006).

Para poder realizar planes de recuperacion
y conservacion de esta subespecie es necesa-
rio contar con informacion detallada de aspec-
tos como el uso del habitat, movimientos, o co-
existencia de las dos subespecies durante el
invierno. Ademas, hasta la fecha, no se ha en-

contrado una descripcion biométrica clara de
la subespecie. Tomando como referencia la in-
formacion actual, se diferencia de la subes-
pecie nominal, con la que a priori coexiste en
invierno, por ser mas grande, de coloracion
mas oscura y pico de mayor tamafio (Cramp
and Perrins, 1994; Byers et al., 1995). Pero esas
diferencias no estan claras. Asi, mientras que
Byers et al. (1995) indican longitud alar de
79 - 82 mm, Copete et al. (1999) indican una
longitud media de 74.5 mm. Ademas, no exis-
te informacion sobre las medidas del tamafio
del pico, indicandose tnicamente que son si-
milares a la de la subespecie intermedia (De-
gland, 1849) (longitud del pico 12 - 14.5 mm;
altura 6.9 - 7.8 mm; Byers ef al., 1995).

En este articulo, se analiza la biometria del
escribano palustre iberoriental. Ademas, se ha
comprobado si es posible diferenciarla de la
subespecie nominal a partir de datos biométri-
cos mediante el uso de funciones discriminan-
tes. Para ello se han utilizado datos de escriba-
nos cuya pertenencia a una u otra subespecie
fueron confirmadas mediante técnicas mole-
culares, y validamos posteriormente la funcion
sobre otras muestras no usadas para desarro-
llar la funcién discriminante.

MATERIAL Y METODOS
Biometria

Se capturaron un total de 148 aves de la
subespecie witherbyi'y schoeniclus en diferen-
tes localidades peninsulares desde el invierno
de 2005 hasta la verano de 2007 en las que se
pudo obtener medidas biométricas completas.
De estos, 103 individuos se capturaron en in-
vierno en el Parque Natural de la Marjal de
Pego-Oliva (Alicante - Valencia) y 45 en épo-
ca de cria en el Parque Nacional de la Tablas
de Daimiel (Ciudad Real), Lagunas de Villa-
franca de los Caballeros y Quero (Toledo), Par-
que Natural de la Marjal de Pego-Oliva y Par-
que Natural de S’ Albufera (Mallorca). Dado
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TABLA 1

Lugares de muestreo y nimero de muestras (N) por localidades y subespecies usadas en los analisis mo-

leculares.

[Sampling sites and sizes (N) of the reed buntings used in molecular analyses.]

Subespecie N Year Wetland Locality Period Region
schoeniclus 15 2002-2005 Oulu Museo Northern Finland
schoeniclus 23 2005-2006 Marjal Pego-Oliva Oliva  Primavera-verano  Valencia, Spain
witherbyi 11 1995-2006  Delta del Ebro Otoflo Catalufa, Spain
witherbyi 11 2002-2007 Lagunas de Villafranca de  Primavera-  Castilla-La Mancha,
Villafranca de  los Caballeros verano Spain

los Caballeros

witherbyi 19 2006-2007  Tablas Daimiel Daimiel Primavera-verano Castilla-La Mancha,
Spain
witherbyi 3 2007 El Masegar Quero  Primavera-verano Castilla-La Mancha,
Spain
witherbyi 6 2006-2007 Marjal Pego-Oliva Oliva  Primavera-verano  Valencia, Spain
witherbyi 8 2006-2007 S'Albufera Mallorca Primavera-verano  Baleares, Spain
que la subespecie nominal no nidifica en nues-  Andlisis genéticos

tro pais, todos los individuos capturados en
época de cria se asignaron inicialmente a la su-
bespecie witherbyi, y el resto de ellos a la su-
bespecie schoeniclus. De cada ave capturada
se tomaron medidas de longitud alar segun la
cuerda maxima alar (A), longitud de la octa-
va primaria (P8), longitud del tarso segun el
método del tarso doblado (T; Svensson, 1996),
la longitud del pico-craneo (Pc), altura (Palt)
y anchura del pico (Pan) medidas a la altura de
las narinas. La longitud del ala y P8 se midi6
conreglas de precision de 0,5 mm, y la del tar-
so, Pc, Palt y Pan se obtuvo con un calibrador
digital con una precision de 0,01 mm. Las me-
didas fueron realizadas por los autores. Aun-
que en la toma de medidas biométricas han in-
tervenido diversas personas, esto no debe de
suponer un problema ya que esta demostrado
que estas medidas morfométricas muestran una
variabilidad baja cuando se toman por diferen-
tes autores (véase Moller et al., 2006). Este as-
pecto también es muy util de cara a la posible
utilizacion y generalizacion de los resultados
de la funcién discriminante.
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Para la obtencién de ADN se obtuvieron
muestras de sangre, plumas o tejidos (en el caso
de especimenes de museo) de 96 individuos.
En la tabla 1 se detalla la distribucién de las
muestras genéticas obtenidas de cada locali-
dad. Las muestras de sangre se obtuvieron de
la vena braquial y se conservé en etanol 70 %.
Las muestras de plumas consistieron en un par
de rectrices, normalmente el par tercero o cuar-
to, guardadas en sobres de papel. Del total de
individuos caracterizados genéticamente, s6lo
se pudo utilizar en el analisis discriminante 20
E. 5. schoeniclus 'y 23 E. s. witherbyi, de los
cuales se dispusieron medidas biométricas com-
pletas. Los ejemplares provenientes de Finlan-
dia se utilizaron como “control” para determi-
nar qué individuos pertenecian a la subespecie
nominal.

El ADN se extrajo usando el método es-
tandar de fenol-cloroformo (sangre) o el mé-
todo de lisis (Kvist et al., 2003). Seis loci mi-
crosatélites, Esc3, Esc4, Esc6 (Hanotte et al.,
1994), Hru6 (Primmer et al., 1995), Pdo5 (Grif-
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fith et al., 1999) y Pocc6 (Bench et al., 1997)
fueron amplificados con el siguiente proto-
colo: un periodo de desnaturalizacion a 94 °C
durante 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C
durante 30 segundos, fase de hibridacion a tem-
peraturas que oscilaron entre 45 - 53 °C duran-
te 30 segundos y elongacién a 72 °C durante
30 segundos, con una extension final a 72 °C
durante 5 minutos. La temperatura usada para
la hibridacion fue de 46 °C para Esc6, 48 °C
enel casode Pdo5, 53 °C para Pocc6, y 45 °C
para Hru6. Para Esc3 y Esc4 se us6 un perfil
de disminucion de 50 °C a 45 °C. Se usaron ini-
ciadores marcados fluorescentemente (“dye
primers” NED, VIC, FAM y PET de Applied
Biosystems). Los alelos microsatélites am-
plificados fueron analizados con ABI 3730 y
los resultados se analizaron con el programa
GeneMapper v.3.7 (Applied Biosystems). El
analisis de asignacion se realizo usando el test
implementado en el programa Arlequin v. 3.1
(Excoffier et al., 2005), que estima la proba-
bilidad de asignacién basandose en la metodo-
logia descrita por Patkeau et al. (1997) and Wa-
ser and Strobeck (1998).

Analisis estadisticos

Una vez identificados y asignados los
ejemplares a cada una de las dos subespecies
por procedimientos moleculares, se aplicd un
ANOVA de una via para detectar diferencias
biométricas entre las dos subespecies de las que
se dispone de datos biométricos (schoeniclus'y
witherbyi). Posteriormente, mediante un andli-
sis discriminante, paso a paso, se determino cua-
les eran las mejores medidas biométricas que
podian identificar a los individuos de cada una
de las subespecies. Para la validacion del mo-
delo, se utilizo el método de clasificacion “de-
jando un caso fuera” (jacknife). Ademas, tam-
bién se validé el modelo con dos grupos de
individuos que no habian participado en su ob-
tencion, al no haberse determinado su subespe-
cie por analisis moleculares. Primero con todos

los individuos capturados en época de cria en
las lagunas del este peninsular y clasificados
como escribano palustre iberoriental y, segun-
do, con todos los individuos capturados en in-
vierno en el Parque Natural de la Marjal de Pego-
Oliva y clasificados como escribano palustre de
la subespecie nominal. Todos los andlisis se
realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS
(version 15.0, SPSS Inc., Chicago).

RESULTADOS

El test de asignacion emplazo a los indivi-
duos de forma correcta en la poblacion de ori-
gen (aquella en la cual fueron muestreados),
permitiendo establecer facilmente dos gru-
pos que se corresponderian con las subespe-
cies witherbyi 'y schoeniclus.

Para los individuos de E. s. schoeniclus y E.
s. witherbyi de los que se disponian datos
biométricos y se confirmo6 su pertenencia a una
de las subespecies mediante métodos molecu-
lares, se encontraron diferencias significativas
en cuatro medidas morfométricas (longitud
pico-craneo, altura del pico, anchura del pico
y tarso) de los seis parametros utilizados para
separar las dos subespecies de escribano pa-
lustre (tabla 2). En todos los casos, dichos ca-
racteres morfologicos eran mayores para E. s.
witherbyi. El andlisis discriminante paso a paso
selecciond la altura del pico (Palt) como el me-
jor caracter morfoldgico para distinguir las dos
subespecies (correlacion canonica 0.852). Se
obtuvo la siguiente funcion discriminante
(D) para la clasificacion de los individuos:

D =-16.988 +2.901 (Palt)

donde Palt es la altura del pico. De esta for-
ma, seria un schoeniclus si D <0, y witherbyi
si D > 0. Utilizando el método de validacion
“dejando un caso fuera” esta funcion discri-
minante clasificé correctamente el 95.3 % de
los individuos cuya subespecie era conocida
mediante andlisis moleculares.
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Posteriormente también se prob¢ la funcién
discriminante con todos los escribanos captu-
rados en época de cria, y el 100 % de los 22
individuos fueron clasificados como pertene-
cientes a la subespecie witherbyi. Cuando se
utilizo la funcioén con los escribanos captura-
dos en invierno, el 98.8 % de los individuos
fueron clasificados como de la subespecie
schoeniclus.

DiscusiON

La funcion discriminante obtenida a partir
de variables morfoldgicas de individuos de es-
cribano palustre identificados a nivel de su-
bespecie (i.e., witherbyi o schoeniclus) me-
diante técnicas moleculares, puede ser utilizada
de forma fiable para la identificacion de estas
dos subespecies. En funcion de los resultados,
un individuo pertenecera a la subespecie wi-
therbyi si su pico mide mas de 5.9 mm de al-
tura. Esta funcion fue validada con datos ex-
ternos resultando en una elevada precision en
la determinacion de ambas subespecies. En
concreto, el 100 % de los individuos perte-
necientes a la subespecie witherbyiy el 99 %
de los individuos pertenecientes a la subespe-
cie schoeniclus fueron correctamente clasifi-
cados. Ademas, estos resultados confirman
que es fiable determinar la subespecie en los
individuos capturados durante la época de re-
produccion. Respecto a los ejemplares captu-
rados en otofio e invierno, es aconsejable em-
plear la funcidn discriminante descrita en este
trabajo para confirmar la pertenencia a una u
otra subespecie.

En el campo de la ecologia animal, el uso
de analisis discriminantes en combinacion con
el uso de técnicas moleculares ha demostrado
ser muy util en aquellos estudios en los que
se hace necesario la distincion entre grupos,
por ejemplo en la diferenciacion entre sexos
en especies con dimorfismo sexual (Balbon-
tin et al., 2001; Sarasola and Negro 2004; Fi-
guerola et al., 2006; Hermosell et al., 2007,

Vogeli et al., 2007), o como en este caso para
la clasificacion taxonomica.

Hasta donde se sabe, los resultados del pre-
sente trabajo pueden considerarse como la des-
cripcion de la biometria del escribano palustre
iberoriental mas detallada que existe. Esto es
importante, ya que se trata de una subespecie
casi endémica de la peninsula Ibérica, con un
area de distribucién muy reducida y frag-
mentada, y que en Espafia esta considerada “en
peligro de extincion”. Los resultados sefialan
diferencias con respecto a anteriores traba-
jos. Byers et al. (1995) realizan una revision
del género Emberiza y sefialan la presencia de
cerca de 30 subespecies de Emberiza schoeni-
clus, describiendo la subespecie witherbyi como
un escribano palustre de tamafio grande y pico
grande. Las medidas de longitud de ala que dan
para esta subespecie son de 79 - 82 mm para
los machos. No dan medidas de pico, pero se-
fialan que es similar a la subespecie interme-
dia cuyas medidas son de 6.9 - 7.8 mm de al-
tura de pico. En contraste, nuestros resultados
sugieren que tanto la longitud alar como la
altura de pico de esta especie es algo menor
(véase tabla 2), aunque el hecho de que el es-
tudio de Byers et al. (1995) esté basado en pie-
les de museos puede explicar esta diferencia.
Elrango de medidas obtenidas en este estudio
para la altura de pico oscila entre 5.6 - 7.2 mm,
es decir, ligeramente menor que las medidas
sugeridas por Byers et al. (1995).

Copete et al. (1999) sefialan que el escriba-
no palustre iberoriental presenta un tamarfio de
ala menor que la subespecie nominal invernan-
te en el delta del Ebro. Los resultados obteni-
dos en el presente estudio difieren de esta con-
clusién, no encontrando diferencias en la
longitud alar entre subespecies, siendo las me-
didas obtenidas similares a las medidas de la
poblacion invernante en el delta del Ebro con-
siderada como perteneciente a la subespecie
schoeniclus (véase tabla 2). Hemos de tener en
cuenta que en este estudio se analizan datos de
diferentes poblaciones de witherbyi. Ademas,
en el presente caso, la asignacion a cada subes-
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pecie en el analisis discriminante ha sido rea-
lizada y confirmada por técnicas moleculares.
Este no es el caso del trabajo de Copete et al.
(1999), en el que se basan so6lo en caracteres
morfologicos y fenologicos. Esto puede dar lu-
gar a equivocaciones en la determinacion de
subespecies y explicar las diferencias entre
su estudio y el presente trabajo.

Desde un punto de vista evolutivo, las di-
ferencias en la forma y tamafio del pico encon-
tradas entre estas dos subespecies posiblemen-
te indican diferentes adaptaciones en los habitos
alimenticios (p.e., Boag and Grant, 1984; Ca-
rrascal et al., 1990; Grant and Grant, 1995).
Incluso las diferencias en el tamafio de tarso
pueden asociarse también a una adaptacion re-
lacionada con la busqueda del alimento (Mo-
reno and Carrascal, 1993). Isenmman (1990)
sugiere que el pico del escribano palustre ibe-
roriental puede ser una adaptacion a un tipo de
alimentacion particular, extrayendo larvas de
insectos del interior del carrizo, el cual lo rom-
pe gracias al pico que posee.

El escribano palustre esta entre las diez es-
pecies de aves mas anilladas en Espafia para el
periodo 1973 - 2005 (Frias et al., 2006), aun-
que en muy contados casos se ha determinado
la subespecie. Por tanto, la funcién discrimi-
nante presentada en este estudio resultara muy
util desde el punto de vista de gestion ya que
puede permitir la identificacion clara de estas
dos subespecies a partir de una medida direc-
ta'y facil de obtener. Esta medida vendria apo-
yada por la época de captura del individuo.
Se puede afirmar que todos los ejemplares cap-
turados en primavera-verano en el sudeste de
la peninsula Ibérica pertenecen a la subespe-
cie witherbyi, y los capturados en el noroeste
de la Peninsula a lusitanica, lo que permitiria
aprovechar informacion recogida en los datos
de anillamiento, incluso si estos no han refle-
jado la subespecie. Respecto a la determina-
cion de la subespecie en otofio — invierno, sélo
basandose en la época de captura puede con-
ducir a errores, ya que aunque mayoritariamen-
te seran schoeniclus, existe la posibilidad de
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error, aunque esta sea muy pequefla, y en este
caso es cuando el uso de la funcion discrimi-
nante descrita en este trabajo serd mas util. Esta
circunstancia es especialmente interesante por-
que el escribano palustre iberoriental es una
subespecie considerada “en peligro de extin-
cion”, de la que se sabe muy poco sobre su bio-
logia. Por tanto, este trabajo es una contribu-
cioén a facilitar el estudio y gestion de esta
especie amenazada.
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