Raza Zamorano-Leonesa

4.- RESULTADOS Y DISCUSION
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4. 1. VARIACION GENETICA
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Resultados

Todos los microsatélites equinos amplificaron exitésamente en
los asnos espafoles, excepto el locus ASB2 que no amplificé. Los que
amplificaron fueron polimoérficos, excepto el HMS1, que resultd ser
monomorfico originando un fragmento de 165 pb en todas las razas
asnales. EI numero de alelos por locus varié de 3, en el locus HMS5, a
15 en el AHT4 (Tabla 7), con diferencias muy pequefnas entre razas. La
diversidad genética promedio sobre todo los loci, Hr, fue 0.683 + 0.170,
mientras que de forma individual el rango oscilo entre 0.278 en el
HMS5 a 0.907 en el marcador AHTS.

La heterocigosidad promedio esperada (Hs) en el total de las
razas fue 0.658 + 0.147 y oscil6 entre 0.336 (HMS5) y 0.852 (AHT5). El
coeficiente de diferenciaciéon genético promedio (Gsr) sobre los 13 loci
fue 0.036 + 0.023 (P<0.001). EL valor Gst para cada locus oscilo entre
0.014 para el HTG15 hasta 0.109 para el HMSS. Los valores de PIC y de
probabilidad de exclusion (PE) se muestran en la Tabla 7. La PE
combinada fue de 0.999, tanto para todas las razas en conjunto como

para cada raza individualmente.

En la poblacién de asnos espafioles el niumero medio de alelos
por locus oscil6 desde 7.0 en la raza Andaluza hasta 7.5 en la raza
Mallorquina (Tabla. 8). La heterocigosidad media observada (Ho) mostro
un rango de valores desde 0.528 en la raza Catalana hasta 0.570 en la
raza Mallorquina. Mientras que la heterocigosidad esperada (He) oscil6
entre 0.637 en la raza Mallorquina y 0.684 en la raza Zamorano-
Leonesa, no presentandose diferencias estadisticamente significativas

entre ellas (P>0.05).
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Tabla 7. NUmero total y rango de los alelos observados, heterocigosidad promedio Hs
y Hr, coeficiente de diferenciacion génica Gsr, PIC y PE en las razas asnales
espanolas.

Microsatélite No. Al Rango (pb)? Hr

AHT4 15 126-160 0.773 0753 0031 071 055
AHT5 14 126-156 0.907 0852 0037 085 074
ASB2 - - - - - - -

HM S1A 1 165 - - - - -

HMS2 10 229-247 0.709 0714 0016 065 047
HMS3 7 152-170 0.618 0603 0044 051 0.32
HM S5 3 105-109 0.278 0336 0109 020 0.10
HM S6 6 151-167 0.649 0613  0.0417° 054 0.33
HMS7 7 165-177 0.626 0601 00317 053 0.33
HTG4 5 167-175 0.495 0439  0.048"° 040 021
HTG6 11 76-102 0.817 0714 0053 073 055
HTG7 13 134-164 0.843 0800 0030 080 065
HTG10 12 85-107 0.837 0790 0.035 078 0.63
HTG15 7 116-136 0.751 0746 0014 070 051
VHL20 4 75-99 0.579 0597 0.035 050 031
Total 0.683 0.658  0.036 0.999

* 0.170) (*0.147) (* 0.023)

1 Numero total de alelos observados. — No amplifico.

2 Rango de tamafio de aelos observado en pares de bases.
3.- Contenido de informacion polimorfica.

4.- Probabilidad de exclusion.

A.- Monomoarfico.

*** P <0.001
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El namero de alelos privados vari6 entre las cinco razas, estando
presente sélo uno en la raza Andaluza (HMS6: alelo con 151 pb), 4 en la
raza de las Encartaciones (uno en HTG4: con 175 pb; AHT4: con 146
pb; y dos en el locus HTG6: de 98 y 100 pb), se encontraron 2 en la raza
Mallorquina (uno en el HMS3: de 160 pb y uno en el HTG15
correspondiendo al alelo de 136 pb) y uno en la raza Zamorano-Leonesa
(HTG4: con 173 pb). Cabe destacar que so6lo uno de los alelos privados
encontrados mostré una frecuencia superior al 5% (HTG6; alelo de 100
pb y con una frecuencia de 10.8%, en la raza Asno de las

Encartaciones).

Con respecto al PIC, todos los loci pueden ser considerados
elevadamente polimorficos, excepto los microsatélites HMS5 y HTG4, en
los cudles el valor de PIC estuvo por debajo del valor limite de 0.5.
Apartando estos casos particulares, el rango estimado de PIC oscilo
entre 0,50 (VHL20) y 0,85 (AHT5), estando esta elevada diversidad
génica en concordancia con otros trabajos, en los cuéles al igual que en
éste, se han utilizado microsatélites para determinar la variabilidad

genética de las poblaciones (Kantaneny col., 2000; Arranz y col., 2001).

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) fue testado para todas
las razas y todos los marcadores. De los 65 contrastes o combinaciones
raza-locus, sélo 48 tests dieron desviaciones significativas del equilibrio
HWE, mostrando todas ellas un déficit significativo de heterocigotos.
Solamente 17 de los tests mostraron equilibrio Hardy-Weinberg,
correspondiendo a las razas Andaluza, Encartaciones y Mallorquina
para cuatro microsatélites cada una de ellas (HMS3, HMS5, HTG6 y
VHL20; HMS3, HMS5, HTG10 y VHL20; y AHT4, HMS3, HMSS5 y HMS6,
respectivamente), la raza Zamorano-Leonesa para tres microsatélites
(HMS5, HTG10 y VHL20) y la raza Catalana tan solo para dos
microsatélites (el HMS5 y el HTG15). Solo el microsatélite HMS5 mostro

equilibrio H-W en todas las 5 razas.
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Tabla 8. Tamafio muestral, nimero de alelos por locusy heterocigosidades medias (&
error estandar) a partir del analisis de 13 loci microsatélites en las razas asnales

espariolas.

No. medio de Heterocigosidad media
N  alelos por locus Observada Esperada*

Andaluza 87 70+ 1.0 0.532+ 0.052 0.679% 0.034
Catalana 140 7110 0.528 + 0.062 0.663 + 0.055
Mallorquina 104 75+ 0.9 0.570+ 0.063 0.637+ 0.054
Encartaciones 74 74+ 10 0.564 + 0.066 0.646+ 0.059
Zamorano- 108 73+ 11 0.539+ 0.058 0.684 + 0.044
L eonesa

Media 72+ 1.0 0.546 + 0.060 0.654 + 0.048

* Estimador insesgado (Nei, 1978).

El analisis de la identificacion de alelos revel6 poca o nula
diferencia entre las cinco razas asnales analizadas (Figura 11). A pesar
de que se presentaron algunos alelos en una sola de las razas
estudiadas, estos siempre estuvieron a frecuencias bajas, indicandonos
gue posiblemente sea mas producto del ndmero de individuos

muestreados, que de alelos marcadores de raza.

Discusion

El ndmero de alelos promedio, asi como la heterocigosidad
esperada (He) y demas indicadores de variabilidad genética fueron
similares en todas las razas, indicando que no existen diferencias
apreciables en las 5 razas de asnos espafolas a nivel de variabilidad
genética. Estos valores son ademas similares a reportes previos en la
raza asnal Catalana (Jordana y col., 2001) y el asno francés Baudet du

Poitou (Bellone y col., 1998).
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La diferenciacion genética promedio (Gsr) entre razas fue del
3.6%, relativamente baja pero significativa (P<0.001), contribuyendo

todos los loci a esa diferenciacion.

La PE global fue de 99.9% para cada raza, lo que hace
extremadamente improbable que una falsa paternidad no pueda ser
reconocida con este sistema de marcadores. Asi, con esta combinacion
de marcadores, podemos contar con una herramienta efectiva para la

verificacion de paternidades en asnos.

Asi mismo, podemos cerrar este capitulo indicando que los
analisis con marcadores genéticos del tipo microsatélite son muy Uutiles
y valiosos para el estudio de la variabilidad genética en la poblacién de
asnos y de esta manera ayudar a contribuir al pronto establecimiento

de un plan o programa de conservacion en esta especie.
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AND

CAT

ASNOS (Equus asinus)

ENC

MALL

ZAM

AHT4 126 0,011 0,005
128 0,053 | 0,025 | 0,007 | 0,014 | 0,225
130 0,004 0,005
132 0,011 | 0,004 0,005
134 0,014 | 0,010
136 0,057 | 0,014 | 0,047 | 0,024 | 0,019
138 0,080 | 0,050 | 0,074 | 0,192 | 0,046
144 0,007 | 0,010
146 0,020
148 0,450 | 0479 | 0,453 | 0,404 | 0,245
150 0,023 | 0,021 | 0,027 0,116 _
152 0,034 | 0,064 | 0054 | 0,120 | 0,065 Sk I
154 0,203 | 0,200 | 0,250 | 0,082 | 0,315 - m.”ﬂi.w —a 0 M [l o0 ."I _ L[L.i
156 0,109 0,118 0’047 01130 0,046 132 134 136 138 144 146 148 150 152 154 156 160
160 0,069 | 0,021 0,010 | 0,014
PIC 0,737 | 0678 | 0685 | 0732 | 0,778
PE 0,584 | 0504 | 0511 | 0565 | 0,624
He 0,762 | 0,711 | 0,723 | 0,765 | 0,806
0.655 | 0,664 | 0622 | 0,788
0,046 | 0054 | 0,155 | 0,101
128 0,115 | 0,061 | 0,061 | 0,067 | 0,042
130 0,029 | 0,081 | 0,029 | 0,014
132 0,080 | 0,182 | 0,061 | 0,255 | 0,056
134 0,080 | 0,061 | 0,068 | 0,096 | 0,042
136 0,201 | 0,046 | 0,074 | 0,014 | 0,102
138 0,103 0,054 | 0,005 | 0,014
140 0,046 | 0,050 | 0,074 | 0,005 | 0,162 Ml
142 0,011 | 0,011 0,010 | 0,028 i
144 0,069 | 0,021 | 0,122 | 0,086 | 0,042
146 0,087 0,071 0,114 0,226 0,185 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 152 156
148 0,069 | 0,104 | 0,034 | 0,010 | 0,037
152 0,086 | 0,261 | 0,088 | 0,087 | 0,028
156 0,006 | 0,050 | 0,014 | 0,010 | 0,009
PIC 0885 | 0851 | 0900 | 0826 | 0,845
PE 0,786 | 0,737 | 0,810 | 0,695 | 0,725
He 0899 | 0867 | 0912 | 0848 | 0863
Ho 0,839 | 0686 | 0824 | 0,740 | 0,648
LOCUS AND CAT ENC  MALL ZAM
HMS2 229 0,006 | 0,007 | 0,041
231 0,052 | 0,032 | 0,007 0,014
233 0,069 | 0,025 | 0,034 | 0,091 | 0,037
235 | 0,270 | 0,196 | 0,263 | 0,101 | 0,227
237 0,402 | 0550 | 0432 | 0,510 | 0,440 os 1
239 0,008 | 0,125 | 0,088 | 0,207 | 0,204
241 0,011 0,014 | 0,029 | 0,005
243 | 0,052 [ 0,054 | 0,208 | 0,019 | 0,060 o I N
245 0,023 | 0,011 | 0,014 | 0,034 | 0,009
247 0’017 0'010 0'005 231 233 235 237 239 241 243 245 247
PIC 0,711 | 0,601 | 0,684 | 0,641 | 0,665
PE 0538 | 0418 | 0505 | 0461 | 0476
He 0,749 | o641 | 0,726 | 0,680 | 0,712
Ho 0,575 | 0586 | 0,686 | 0558 | 0,583

Figura 11. Frecuencias alélicasy su distribucion en las poblaciones asnales.
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Locus AND CAT ENC MALL ZAM
HMS3 | 160 0,029

162_| 0006 | 0096 | 0054] 0,106 | 0,083

164 | 0023 | 0011 | 0061] 0005 | 0,028 o .

166 | 0165 | 0134 | 0082] 0139 | 0,101

168 | 0335 | 0273 | 0168| 0284 | 0388

170 | 0448 | 0371 | 0635] 0409 | 0310

172 | 0023 | 0114 0,029 e

pic_| 0596 | 0709 | 0521 0676 | 0658

PE 0,392 | 0,525 | 0,342 0,489 | 0,459 152 160 162 164 166 168 170

He 0,551 | 0,676 | 0,531 0,644 | 0,564
Ho 0,494 | 0,607 | 0,527 | 0,692 | 0,574

LOCUS AND  CAT ENC MALL ZAM
HMs5 | 105 | 0,006 | 0,018 | 0,014] 0,005 [ 0,005

107 | 0626 [ 0946 | 0.926] 0909 | 0,769 o

109 | 0368 | 0036 | 0.061] 0087 | 0,227 o

PIC_| 0366 | 0101 | 0132] 0154 | 0,296 N

PE_| 0186 | 0052 ] 0069] 0079 | 0151 o

He | 0475 | 0103 | 0140] 0,168 | 0360 o

Ho | 0517 | 0,107 ] 0,122] 0,183 | 0,352 .
LOCUS AND  CAT ENC MALL ZAM ” o

HMS6 151 0,017

153 | 0385 | 0104 [ 0203 0203 | 0,213
155 | 0402 | 0493 | 0453] 0453 | 0,370 “5
157 | 0167 | 0386 [ 0,304 0,304 [ 0,380 o
165 0,018 0,032
167 | 0,029 0,041 | 0,041 | 0,005 o
pic_| 0595 | 0516 | 059 | 0596 | 0,607 ol
PE | 0389 | 0314 | 0389 0389 | 0,396
H 0,665 | 0599 | 0.664] 0528 | 0,675 -
Ho | 0356 | 0429 | 0581 0519 | 0472 -

T5elE D AT ENG| VAL S 151 153 155 157 165 167
HMS7 | 165 0054 | 0,047 0043 | 0,028

167 | o511 | 0321 [0338] 0279 [ 0,417

169 | 0299 | 0539 [os61] 0563 [ 0,417 1

171 | 0455 | 0071 ] 0041 0058 | 0,083

173 0,014 0014 | 0,032

175 | 0029 0,034 | 0,023

177 | 0006 0014 0010 N

PIC | 0560 | 0532 | 0492| 0544 | 0576 ‘

| _PE | 0357 | 0336 | 0299] 0356|0378

H | 0628 | 0600 0571] 0602 | 0646 0

Ho 0218 | 0371 | 0.282| 0404 165 167 169 171 173 175 177
LOCUS AND CAT ENC MALL
HTG4 | 167 | 0230 | 0493 | 0,149] 0269 | 0,306

169 | 0615 | 0493 [0,764] 0688 | 0,667

171 | 0155 | 0014 [0074] 0043 ] 0,019 o1

173 0,009

175 0,014 o4

PIC | 0484 | 039 | 0356 0381 | 0377

| _PE | 0200 | 0205 |0206] 0209 | 0.203]
H | 0548 | 0516 | 0392] 0455 | 0464
Ho | 0172 | 0100 | 0,162] 0,106 | 0,037 R—— 160 m 17 175

Figura 11. (Continuacion)
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HTG6

LOCUS
HTG7

LOCUS
HTG10

LOCUS ALELO AND CAT ENC MALL ZAM
76 0,214 0,058 ] 0,042
78 0,230 | 0,171 | 0,142 0,375 ] 0,116
80 0,126 | 0,039 | 0,182 0,163 ] 0,319
82 0,368 | 0,118 | 0,182 0,313 ] 0,292
84 0,276 | 0,254 | 0,236 0,058 ] 0,185
86 0,007 0,005
88 0,061 0,014 ] 0,005
90 0,050 | 0,007 0,010 ] 0,009
92 0,154 | 0,041 0,032
98 0,034
100 0,108
PIC 0,668 § 0794 | 0820 | 0,684 ] 0,725

| __PE 0,466 ] 0,639 0,680 | 0,492 |} 0,545
H 0,724 § 0,822 0,845 | 0,732 | 0,766
Ho 0,609 | 0,536 0,730 | 0,692 } 0,630
ALELO AND CAT ENC MALL ZAM
134 0,011 | 0,007
136 0,098 | 0,064 | 0,034 0,072 ] 0,106
138 0,333 | 0,346 | 0412 0,245 ] 0,148
140 0,023 | 0,021 | 0,061 0,042
142 0,004 0,005 ] 0,005
146 0,006 | 0,050 | 0,054 0,087 ] 0,042
148 0,115 | 0,032 | 0,074 0,058 ] 0,051
150 0,242 | 0,265 | 0,095 0,240 ] 0,097
154 0,057 | 0,021 | 0,034 0,067 ] 0,051
156 0,034 | 0,018 | 0,007 0,029 ] 0,139
158 0,023 | 0,014 | 0,027 0,034 0,171
160 0,057 | 0,064 | 0,122 0,163 ] 0,125
164 0,011 | 0,089 | 0,074 0,023
PIC 0,774 ] 0,764 | 0,769 | 0,813 ] 0,873
PE 0,620 | 0,610 0,624 | 0,672 | 0,765
H 0,803 | 0,792 0,791 | 0,837 } 0,888
Ho 0,644 | 0,729 0,730 | 0,798 | 0,685
ALELO AND CAT ENC MALL ZAM
85 0,023 | 0,004 | 0,014 0,014 ] 0,051
87 0,023 | 0,054 | 0,047 0,106 ] 0,042
89 0,006 0,014
91 0,086 | 0,100 | 0,108 0,019 ] 0,037
93 0,011 | 0,121 | 0,041 0,024 ] 0,019
95 0,075 | 0,014 | 0,047 0,149 ] 0,093
97 0,040 | 0,064 | 0,101 0,232 ] 0,184
99 0,494 | 0,189 | 0,243 0,212 ] 0,305
101 0,201 | 0,289 | 0,284 0,139 ] 0,116
103 0,034 | 0,072 | 0,088 0,072 ] 0,056
105 0,006 | 0,046 | 0,020 0,029 ] 0,065
107 0,046 | 0,007 0,005 ] 0,019
PIC 0,669 | 0,822 0,803 | 0,822 } 0,821
PE 0,495 | 0,689 0,660 | 0,685 |} 0,690
H 0,702 | 0,842 0,829 | 0,846 |} 0,840
Ho 0,621 | 0,750 0,838 | 0,779 | 0,741

Figura 11. (Continuacion)

134 136 138 140 142 146 148 150 154 156 158 160 164

85 87 89 91 93 95 97 99 101 103 105 107
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HTG15

LOCUS
VHL20

LOCUS ALELO AND CAT ENC MALL ZAM
116 | 0,011 0,007
126 0,299 | 0,354 | 0,297 | 0,298 | 0,306 0":
128 | 0,322 | 0,221 | 0,324 | 0,409 | 0,394
130 | 0,144 | 0,071 | 0,115 | 0,130 | 0,093
132 | 0,086 | 0,143 | 0,176 | 0,043 | 0,134
134 | 0,138 | 0,211 | 0,081 | 0,001 | 0,074 o
136 0,029
pic | 0721 ] 0717 ] o716 | 0672 | 0673 e e 1 1m0 1 1 1
PE 0,539 | 05531 ] 05532 | 0483 | 0,483
He 0,764 | 0,759 ] 0,761 ] 0,720 | 0,723
Ho 0,655 | 0,764 ] 0,689 | 0,683 | 0,657
AND CAT ENC  MALL ZAM
75 0,609 | 0,418 | 0,655 | 0,707 | 0,574
77 0,006 | 0,229 | 0,007 | 0,024
89 0,190 | 0,079 | 0,135 | 0,101 | 0,181
o1 0,195 | 0,275 | 0,203 | 0,168 | 0,245
PIC ]| 0497 | 0635 ] 0459 | 0422 | 0513
PE 0,302 | 0,430 0,275 ] 0253 | 0,311
He 0,588 | 0,694 ] 0515| 0,464 | 0,580 25 1L 83 2
Ho | 0563 | 0536 | 0541 | 0462 | 0,639 HAND ECAT OENC HEMALL  EZAM

Figura 11. (Continuacion)

x Alelos privados
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4.2 ESTRUCTURA DE LA POBLACION
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Resultados

Para el estudio de la estructuracion poblacional en las diferentes
razas se realizaron dos tipos de analisis; en primer lugar se evalud la
estructura global tomando las razas como unidades taxonOmicas
operativas (OTU'’s), y en segundo lugar se realizé un estudio a un nivel
inferior, realizando para ello una subdivision de las razas en
subpoblaciones. La distribucién “a priori” de las subpoblaciones y su
localizacion geografica se puede apreciar en la Tabla 4 y la Figura 6,

respectivamente.

Los valores de Fsr, Fir y Fis calculados sobre todas las razas y loci
se muestran en la Tabla 9. A nivel global se encontr6 una aparente
diferenciacion racial que resulto ser considerable, mostrando el analisis
Fst multilocus que un 4.1% del total de la variacion genética podria ser
atribuida a diferencias entre razas; mientras que el remanente 95.9 %

corresponderia a diferencias entre individuos.

La diferenciacién genética entre razas fue ademas altamente
significativa para todos los loci polimoérficos (P< 0.001). Como promedio
se puede indicar que las razas presentan un 17.8% (P<0.001) de déficit
de heterocigotos, mientras que la poblacion como un total mostré un
21.1 % (P<0.001) de déficit de heterocigotos.

Los valores de los F-estadisticos en las razas asnales espafiolas, a
todos los niveles jerarquicos, se presentan en la Tabla 10. El grado de
diferenciacion genética entre las subpoblaciones fue altamente
significativo para todas las razas y osciléo entre el 1.3% para la raza
Asno de las Encartaciones hasta 5.8% para la raza Andaluza (P< 0.001),
indicando la existencia de una cierta subestructuracion reproductiva

dentro de todas ellas.
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Tabla 9. Andlisis de los F-estadisticos para cada uno (f) de los 13
microsatélites polimorficos en cinco razas de asnos espafoles y ) media

estimada para estas razas.

Locus t Fis® f Fit®F Fst®q
AHTA4 0.074 (0.030)***  0.107 (0.032)***  0.036 (0.020)***
AHT5 0.163 (0.034)***  0.201 (0.040)***  0.045 (0.010)***
HM S2 0.147 (0.032)***  0.159 (0.032)***  0.014 (0.006)***
HMS3 0.031 (0.042) 0.069 (0.045)**  0.039 (0.030)***
HM S5 -0.032 (0.038) 0.105 (0.098)**  0.136 (0.071)***
HM S6 0.254 (0.067)***  0.286 (0.074)***  0.042 (0.029)***
HMS7 0.481 (0.065)***  0.496 (0.069)***  0.028 (0.022)***
HTG4 0.777 (0.046)***  0.791 (0.044)***  0.062 (0.044)***
HTG6 0.201 (0.064)*** 0.258 (0.073)***  0.070 (0.020)***
HTG7 0.126 (0.039)***  0.155 (0.049)***  0.033 (0.0169***
HTG10 0.090 (0.019)***  0.126 (0.026)***  0.039 (0.013)***
HTG15 0.063 (0.030)***  0.078 (0.019)***  0.017 (0.012)***
VHL20 0.060 (0.090) 0.116 (0.123)***  0.057 (0.038)***
Mediaestimadat 0.178 (0.047)*** 0.211 (0.046)***  0.041 (0.005)***

Fs, estimador de la consanguinidad dentro de la poblacién; R, consanguinidad estimada en €l total de

lapoblacion; Fsr, medida de diferenciacion genética entre las poblaciones.

Desviaciones esténdar entre paréntesis; tLocus estimado a partir de jackknife sobre poblaciones.

T Media: estimado apartir de jackknife sobreloci.
**P< 0.01, *** P<0.001, a partir de tests permutacionales del programa FSTAT.

El analisis jerarquico de las razas se muestra en la Tabla 11,
revelando, como era de esperar que la mayor diferenciacién se presenta
entre razas con respecto a

la poblaciéon total, mas que entre

subpoblaciones dentro de raza y dentro de las subpoblaciones, 6.4% vs
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3.5% y 3.0%, respectivamente. La diferenciacion entre razas a nivel
jerarquico fue del 6.4%, mayor que la obtenida en el andlisis no

jerarquico, que fue tan solo del 4.1% (Tabla 2).

La Tabla 12 muestra el total de consanguinidad estimada por

raza (F @Fi7), evaluada a partir del analisis jerarquico. En la misma se

puede apreciar que la mayoria de los loci mostraron valores
significativamente diferentes de cero, al igual que el valor medio
estimado (P<0.001). Los Fir promedios, obtenidos a partir de las
replicaciones jackknifing sobre todos los loci, oscilaron entre 0.112 *

0.049 y 0.232 = 0.058 para la raza Mallorquina y Andaluza,

respectivamente.

Tabla 10. Estructura genética de las razas asnales espafiolas a través del andlisis de
sus subpoblaciones.

Raza FiLf Fi°F Fs°q
Andaluza 0.184 (0.058)*** 0,232 (0.058)*** 0,058 (0.009)***
t(0.084-0.306)  (0.132-0.352)  (0.040-0.075)
Catalana 0.189 (0.053)*** 0.214 (0.052)*** 0,031 (0.007)***
(01020303  (0.127-0324)  (0.018-0.044)
Mallorquina 0.091 (0.045)*** 0,112 (0.049)*** 0,022 (0.007)***
(0016:0193)  (0.032-0221)  (0.010-0.038)
Encartaciones 0.118 (0.040)*** 0,130 (0.041)*** 0.013 (0.006)***
(0053-0210)  (0.062-0224)  (0.003-0.026)
Zamorano-Leonesa  0.193 (0.053)*** 0.223 (0.061)***  0.037 (0.014)***
(0.099-0307)  (0.116-0.353)  (0.014-0.068)

f, estima de la consanguinidad dentro de la poblacion; F, consanguinidad estimada total;

diferenciacién genéticaintra-raza.
Desviacion estdndar entre paréntesis estimada sobre replicacionesjackknife sobre loci.
*** P<0,001, a partir de testspermutacionales del programa FSTAT.
T 95% Intervalo de confianza.

g, medida de
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En la Tabla 13 se muestran los valores estimados de Fst (tomados
como distancias genéticas) debajo de la diagonal, y el flujo de genes
entre pares de razas de asnos espafioles (Nem) arriba de la diagonal.
Después de 1.000 permutaciones, realizadas con el programa FSTAT,
todos los valores de Fst calculados por combinaciones de pares de razas
fueron significativamente diferentes de cero (P<0.001). Las menores
diferencias se detectaron para el par Andaluza - Zamorano-Leonesa,
coincidiendo también dicho valor para el par Encartaciones -
Mallorquina (Fsr=0.031); mientras que los valores mas divergentes se

encontraron para el par de las razas Andaluza - Catalana (Fst=0.058).

Tabla 11 Analisis de los F-estadisticos a nivel jerérquico y componentes de varianza a
dos niveles de subdivisién en la razas asnales espariolas.

Fuentes de Variacion Componente  Porcentajede  Indice de fijacion
devarianza la variacion

Entrerazas 0.133 2.96 Fst= 0.064

Entre subpaoblaciones 0.153 341 Fsc=0.035

dentro de razas

Dentro de subpoblacion 4.208 93.63 Fcr=0.030

Nem representa el numero efectivo de migrantes que se
intercambian por generacion. Los valores de Nem para los pares de
razas oscilaron entre 4.16 y 7.88 para el par AND-CAT y el par MALL-

ENC, respectivamente.

Discusion

En la Tabla 9 se aprecia la existencia de cierta diferenciaciéon
genética entre las razas de asnos espafoles, contribuyendo todos los

loci a esa diferenciacion; siendo los valores moderadamente bajos y muy
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similares para todos los sistemas estudiados pero muy significativos

(P<0.001), indicando un relativamente elevado flujo génico entre ellas.

Tabla 12. Consanguinidad global estimada (F @Fit), mediante analisis jerarquico, en
las razas asnales espariolas.

Locus  Andaluza Catalana Mallorquina Encartaciones Zam.-Leonesa

AHTA4 0.147 »*= 0.129+* -0.038 0.146 *~* 0.151 ==
AHTS 0.080 ** 0.220 *** 0.138 *** 0.098~ 0.253 ***
HMS2  0.250 *** 0.106 * 0.195 *** 0.065 0.223 ***
HMS3  0.144 ** 0.117+ -0.085 0.017 -0.030
HMS5 -0.095 -0.037 -0.105 0.133 -0.015
HMS6  0.479*x~ 0.271 »** 0.033 0.141~ 0.315 ***
HMS7  0.661 *** 0.357 *** 0.336 *** 0.478 *** 0.577 *x=*
HTG4  0.695*** 0.823 *** 0.782 »** 0.604 = 0.944 »*x
HTG6  0.177 **~ 0.364 **= 0.052 0.153 *** 0.206 ***
HTG7  0.224 *x~ 0.067 ** 0.048 0.082 0.246 ***
HTG10 0.144%** 0.125 »** 0.076 ** -0.013 0.139 ***
HTG15 0.138+** -0.000 0.036 0.093 0.111+
VHL20 -0.015 0.193 *** 0.031 -0.061 -0.105
Media  0.232+* 0.214*+= 0.112+*~ 0.130*** 0.223«**
(0.058) (0.052) (0.049) (0.041) (0.058)

*P< 0.05, ** P<0.01, ***P<0.001 apartir de testspermutacionales mediante el programa FSTAT.

Sin embargo, estd claro que la mayor parte de la variacion
genética corresponde a diferencias entre individuos (95.9%) y menos del

cinco por ciento se debe a diferencias entre las razas. Estos valores de
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Fst son similares a los encontrados en otras especies domeésticas, como
por ejemplo a los citados en razas de bufalos de agua (Fst=0.038,
Barker y col., 1997), y en razas equinas espafolas (Fst=0.078, Candény
col.,, 2000); aungque resultaron ser ligeramente inferiores a los
encontrados en razas equinas de Noruega (Fsr=0.12, Bjgrnstad y col.,
2000), en razas bovinas europeas (Fst=0.11, MacHugh y col., 1998;
Kantanen y col., 2000) y entre razas caninas espafiolas (Fst=0.099,
Jordana y col., 1992).

Los resultados del andlisis jerdrquico muestran ademas que las
poblaciones de asnos espafoles estan subestructuradas a diferentes
niveles (Tabla 11). La diferenciacién dentro de razas fue solamente la
mitad de la existente entre razas (Fsc=0.035 y Fcr=0.064,

respectivamente).

El grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones dentro
de razas (Fsc) fue del 3.5% y el promedio de diferenciacion entre
individuos dentro de la misma subpoblacion fue del 3.0% (Fcr). Este
valor de Fsc fue similar al reportado para otros organismos, p.e. perros
espafoles (Jordana y col., 1992), perros de las praderas o ‘black-tailed

dogs” (Chesser, 1983) y ratbn doméstico (Selander y Kaufman, 1975).

La consanguinidad estimada por raza (F @Fit) se muestra en la
Tabla 12. En la misma se puede apreciar la existencia de un cierto
déficit significativo de heterocigotos para todas las razas (P<0.001). La
consanguinidad, la cual es producto del apareamiento entre individuos
emparentados, puede causar una pérdida de heterocigotos, pero en este
caso, dicho déficit cursa o afecta de forma similar a todos o la gran
mayoria de loci. Las razas AND, CAT y ZAM, que muestran entre 10 y
11 loci de un total de 13, con déficit significativo de heterocigotos,
podrian ser un claro ejemplo de déficit debido a este fendmeno (Tabla
5).
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Tabla 13. Estimaciones Fsr (debajo de la diagonal), como medida de distancia
genética entre las poblaciones de asnos espafioles, y nimero efectivo de migrantes por
generacion (Nem) (arriba de la diagonal).

Andaluza Catalana Mallorquina Encartaciones Zam.-Leonesa

Andaluza 4.167 4.762 6.532 7.797
Catalana 0.058 6.134 6.585 4.842
Mallorquina 0.051 0.040 7.883 7.118
Encartaciones 0.037 0.037 0.031 7.235
Zamor ano- 0.031 0.050 0.034 0.034

L eonesa

Sin embargo, cabe destacar que en estas razas se han apreciado
valores altamente significativos de Fst intrarracial (Tabla 10; 0.058,
0.031 y 0.037, respectivamente), sugiriendo que existe también una
significativa subestructuracion reproductiva (efecto “Wahlund”) en estas
poblaciones. Por otro lado, las razas MALL y ENC, las cuales mostraron
solo déficit en 5 y 6 loci, respectivamente, no se le podria atribuir,

esencialmente, dicho déficit en estos casos a la consanguinidad.

Debemos recordar que existen otros factores, distintos a la
consanguinidad, que también provocan déficit de heterocigotos (Nei,
1987). Entre ellos podemos citar, en primer lugar, a que el locus este
bajo seleccion (efecto ‘autoestopista” o “efecto de arrastre”), ligado a
algan caracter morfoldgico o productivo de interés selectivo; en segundo
lugar se cita la ocurrencia de alelos “nulos”, alelos estos que no logran
amplificar por alguna modificacion en una de las cadena del ADN donde
deberian hibridar (mutacion) y por lo tanto son errbneamente leidos
como un exceso de homocigotos (al leerse solo uno de los alelos); y
tercero, la presencia de una subestructuracion reproductiva de la

poblacion dentro de la raza (efecto Wahlund) .
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Esta subestructuracion reproductiva dentro de las razas, en
unidades aisladas, podria ser una factible explicacion para entender
este gran déficit de heterocigotos que se observa en la poblacion asnal
espanola. No obstante, existen dos loci, concretamente el HTG4 vy el
HMS7, que muestran un déficit altamente significativo de heterocigotos
en todas las razas (P <0.001). La explicacion mas coherente para
explicar este déficit en estos dos marcadores, es que dichos loci podrian
estar préoximos a algun cardcter de interés que esté bajo seleccidon
(efecto autoestopista), o la posible presencia, no detectada, de alelos
nulos en estas poblaciones. Reportes previos han indicado la ocurrencia
de alelos nulos en el locus HMS7 en caballos “Quarter horse” (Bozzini y
col., 1997). Por lo que la posibilidad de la existencia de alelos nulos en
el locus HMS7 en los asnos espafoles no deberia ser descartada como

otra posible causa de déficit de heterocigotos.

En el contexto de la conservacion y el mantenimiento de la
variabilidad genética animal, los valores de migraciéon (Nem) pueden ser
interpretados como el limite superior de intercambio por generacion
gue permitiria mantener la diferenciacion genética observada entre las
razas (Cafodn y col., 2000). Por ejemplo, una tasa de introgresion de 8
individuos por generacion entre las razas ENC y MALL podrian
mantener el nivel estimado de diferenciacion genética entre esas razas.
De igual forma, cuando comparamos las razas CAT y AND, un flujo de
genes entre ellas superior a 4 individuos por generacion podria suponer

un real amenaza para ambas razas.

Para finalizar este capitulo, podemos indicar que el estudio
contribuye al mejor conocimiento de la estructura genética y a la
caracterizacion molecular de estas razas minoritarias y en peligro de
extincion. Asi mismo, se demuestra que los microsatélites pueden ser
usados eficazmente para establecer las relaciones genéticas entre

poblaciones de asnos y ayudar asi a establecer los planes para su
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conservacion (Jordana y Folch, 1997; Jordana y col.,, 2001). La
informacion generada puede ser integrada en el Banco global de la
diversidad de los animales domeésticos de la FAO (FAO Global Data
Bank on Domestic Animal Diversity (DAD-IS)), para su conocimiento y

divulgacion.
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4. 3 RELACIONES FILOGENETICAS y
ASIGNACION DE INDIVIDUOS A RAZA.
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Las relaciones filogenéticas entre las poblaciones se evallan
principalmente a través de las distancias genéticas y los arboles
generados a partir de éstas. Otras metodologias menos frecuentes son el
analisis de componentes principales (PCA), el analisis de diversidad de
Weitzman y el analisis de los alelos compartidos (allele shared). En este
capitulo evaluamos las relaciones genéticas de las razas asnales
espafiolas mediante estas diferentes metodologias; asi como, la
asignacion de individuos a raza, mediante la utilizacion de metodologias

basadas en probabilidades y en distancias genéticas.

Distancia Da de Nei

La distancia Da, usando los 13 microsatélites polimérficos, oscild
entre 0.057 y 0.093 para las razas asnales espafolas (Tabla 14).
Utilizando dicha distancia se construyé un arbol con el método NJ y la
robustez o confiabilidad del arbol obtenido se evalué mediante 1.000
replicaciones bootstrap (Figura 12). La mayor consistencia se encontrd
en el grupo formado por las razas Catalana - Mallorquina, con un
soporte del 70%, y el grupo formado por las cuatro razas de capa negra
(CAT, ENC, MALL y ZAM), todas ellas del norte de Espafa, con un 77%

de consistencia.

Las relaciones entre las poblaciones parecen corresponderse con
la distribucion geografica de las razas estudiadas. El dendrograma (Fig.
12) agrupod a todos los asnos espafioles en un solo cluster, aunque con

tan solo un 59% de soporte.
Los bajos valores de distancia genética entre las razas asnales

espafolas indican una estrecha relacion entre estas poblaciones. Para

la construccion del dendrograma se utilizoé a la raza de caballos Merens
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como poblacion “outgroup” y al Asno de Marruecos como poblacién de

referencia para las razas espafolas.

Tabla 14. Matriz de distancia genética D 5 entre las cinco razas de asnos espanioles, €
Asno de Marruecosy laraza equina Merens.

Raza AND CAT MALL ENC ZAM Merens
Marruecos 0.119 0.197 0.154 0.136 0.123 0.685
Andaluza 0.093 0078 0063 0.057 0.629
Catalana 0.069 0.071 0.079 0.665
Mallorquina 0.067 0.062 0.649
Encartaciones 0.059 0.640
Zamor ano-L eonesa 0.644

Dentro de las razas espafolas, las cuatro razas de capa negra
(CAT, ENC, MALL y ZAM) formaron un grupo sélido con un 77% de
confianza, apoyando la hipétesis de un posible ancestro comuUn que
podria corresponder al E. a. europeus. De ellas, las razas Catalana y
Mallorquina resultaron ser las mas proximas, soportando también las
evidencias, tanto histéricas como arqueoldgicas, que indican que
poseen un origen ancestral comun (Romagosa, 1959; Payeras Yy
Falconer, 1998).

La mayoria de autores son coincidentes en indicar que la raza
asnal Andaluza desciende del primitivo asno del norte de Africa E. a.
africanus), el cual habria sido introducido en el sur de la Peninsula
Ibérica a través del Estrecho de Gibraltar (Aparicio, 1960; Epstein,
1984; Sotillo y Serrano, 1985; Clutton-Brock, 1987). Sin embargo, a

partir de nuestros datos no podemos confirmar dicha hipdtesis, ya que
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la raza Andaluza ocupa una posicion intermedia entre el grupo de razas
de capa negra del Norte de Espana (E. a. europeus) y el asno de
Marruecos [E. a. africanus). La baja fiabilidad (59% de confianza) del
punto de bifurcacién hace necesario otros estudios para confirmar estas

evidencias.

li Catalana

ki

7 ‘_ Mallorguina

Fucartaciones

L] Zamorano-Leonesa

— Andaluza

Marruecos

E. caballis

Figura 12. Dendrograma mostrando las relaciones genéticas entre las cinco razas
asnales espafiolas, € asno de Marruecos y la raza equina Merens (outgroup),
utilizando la distancia Da y €l algoritmo NJ. Los valores indican e porcentaje de
replicaciones bootstrap entre los grupos.

Distancia de Reynolds

La Figura 13 muestra un arbol basado en la distancia genética de
Reynolds y el algoritmo NJ, donde se relacionan a las cinco razas
asnales espafolas, el asno de Marruecos y los caballos de la raza
Merens, los cudles fueron utilizados como “outgroup”. Los numeros en
las Dbifurcaciones del dendrograma representan los valores

bootstrapping después de 1000 réplicas sobre los 13 loci genotipados.
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Las relaciones en el dendrograma de la Figura 13 son muy
similares a las obtenidas utilizando la distancia genética Da y el
algoritmo NJ. En este caso, como en el anterior, las cuatro razas
asnales de capa negra del Norte de Espana (CAT, ENC, MALL y ZAM)
forman un grupo solido con el 64% de confianza, soportando la
hipdtesis de un antecesor comun, posiblemente a partir del E. asinus

europeus.

Con la utilizacion de esta distancia, a diferencia de la anterior, el
posible origen africano de la raza Andaluza se clarifica un poco mas, ya
gue esta raza forma un grupo con el asno de Marruecos, soportando
entonces la tesis, apuntada previamente por varios autores, acerca del
posible origen de la raza Andaluza a partir del asno Africano (Aparicio,
1960; Epstein, 1984; Sotillo y Serrano, 1985). Sin embargo,
nuevamente, el bajo valor del bootstrap para este grupo (43%) continda

reflejando la inestabilidad de la topologia.

&

—(ATALAN) Catalana

el

T LMALLORY Mallorquina
# Lpjeap Encartaciones

- ¥AM Zamorano-L eonesa

o A% Andaluza

Lyc Marruecos

E. cobatfier E. caballus

Figura 13. Dendrograma mostrando las relaciones genéticas entre las cincos razas
asnales espafnolas, e asno de Marruecos y € E. caballus usado como outgroup,
utilizando la distancia de Reynolds y el algoritmo NJ. Los numeros en los nodos
corresponden a los porcentajes de 1000 replicaciones bootstrap.
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Futuras investigaciones que involucraran mas poblaciones
asnales europeas y africanas, asi como, el analisis de la variabilidad
genética del ADN mitocondrial (mtDNA), podrian ayudarnos a explicar
la posible introgresién de ciertos haplotipos mitocondriales de origen
africano en estas poblaciones europeas, que sin embargo no se reflejan
en el genoma nuclear. Estas aportaciones podrian ser Utiles para
clarificar este punto, de forma similar a como fueron dilucidados los
origenes de la oveja domeéstica (Hiendleder y col., 1998), de los bovinos
japoneses (Mannen y col., 1998), o del cerdo doméstico (Guiffra y col.,

2000), por citar solo algunos ejemplos.

Otros métodos para el analisis de las relaciones filogenéticas

En este apartado se evaluan las relaciones filogenéticas de la
poblacién de asnos espafioles a través de tres métodos de estudio: la
diversidad de Weitzman, el analisis de componentes principales y el
analisis de alelos compartidos (allele shared). Nosotros esperamos que
esta informacion, conjuntamente con la reportada previamente en los
capitulos anteriores, pueda contribuir significativamente al
establecimiento de una estrategia sensible en la preservacién de estas

razas.

El analisis de la diversidad de Weitzman se realiz6 a partir de la
informacion proveniente de las distancias genéticas de Reynolds y
estandar de Nei. La Tabla 15 muestra dichas distancias, pudiéndose
apreciar que los valores mas pequefios de distancia se corresponden
con los pares de las razas AND-ZAM y MALL-ENC para la distancia de
Reynolds y Nei, respectivamente; mientras que las mayores distancias,
fueron las obtenidas entre las razas AND-CAT en ambas distancias

estudiadas.
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Una representacion del analisis de Weitzman, basada en la
distancia estandar de Nei, se presenta en la Figura 14. La longitud de
rama para cada raza puede ser interpretada como la medida relativa de
su contribucion a la funcion de diversidad. Se observa una clara
discriminacion entre dos grupos: un primer grupo constituido
Unicamente por la raza Andaluza (del sur de Espafia) y un segundo
grupo formado por todas las razas de capa negra y que se ubican en el
norte de Espafia, correspondiéndose con las razas Catalana,
Encartaciones, Mallorquina y Zamorano-Leonesa. Estas relaciones
coinciden con la distribucién expresada y citada en los capitulos

previos, donde se utilizaron otras distancias y otros algoritmos.

Tabla 15. Distancias genéticas de Reynolds (arriba de la diagonal) y estandar de Nei
(debajo de la diagonal) en las razas asnales espariol as.

Andaluza Catalana Mallorquina Encartaciones Zam.-Leonesa

Andaluza - 0.1324 0.1074 0.0797 0.0737
Catalana 0.0618  -------- 0.0801 0.0767 0.1140
Mallorquina 0.0561 0.0441 ------- 0.0597 0.0702
Encartaciones 0.0452 0.0413 0.0379 -------- 0.0723
Zamor ano- 0.0372 0.0537 0.0393 0.0407  -------
L eonesa

(distancias mas grandes en negrita; distancias mas pequefias en itaica).

Basada en las dos distancias consideradas, la pérdida marginal
de diversidad anexa en cada una de las razas, y que puede ser tomada
como una medida de su “singularidad”, se muestra en la Tabla 16.
Podemos indicar que como promedio, las mayores y menores pérdidas
de diversidad pueden darse en caso de pérdida o extincion de la raza

Catalana y de las Encartaciones, respectivamente.
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AND MALL ENC ZAM  CAT

Figura 14. Dendrograma de las relaciones establecidas por el método de Weitzman,
utilizando la distancia estandar de Nei, entre las cinco razas asnales espafiolas.

En la Tabla 16 se puede apreciar ademas claramente que la
pérdida conjunta de las razas Andaluza + Catalana + Encartaciones,
induciria a una marcada pérdida, mucho mayor que la suma

correspondiente a su nivel de pérdida en forma individual.

Por otro lado, en la figura 15 se presentan los tres principales
factores del andlisis de los componentes principales (PC). El primer PC
representd el 52.0% de la variacion, mientras que el segundo PC
condenso el 15.0% vy el tercero so6lo el 13.8% de la variacion presente en

estas poblaciones.
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Tabla 16. Andlisis de Weitzman en las razas asnales espafiolas.
Distancia de Reynolds

Distancia estandar de Nei Promedio

Pérdida delaraza Diversidad Pérdidaabsoluta Pérdidarelativa Diversidad Pérdidaabsoluta Pérdidarelativa

Q) V(S\Q) DV DVIV (%) V(S\Q) DV DVIV (%) DVIV (%)
Ninguna (0) 1810 0 0.00 3424 0 0.00 0.00
Andaluza (1) 1323 487 26.91 2460 934 28.15 27.53
Catalana (2) 1312 498 27.51 2373 1051 30.70 20.11
Mallorquina (3) 1403 407 22.49 2814 610 17.82 20.16
Encartaciones (4) 1431 379 20.94 2827 597 17.44 19.19
Zamor ano-L eonesa (5) 1438 372 20.55 2722 702 20.50 20.53
1) + 2 786 1024 56.57 1320 2104 61.45 59.01
2 +® 824 986 54.48 1520 1904 55.61 55.05
(1) + 4 944 866 47.85 1863 1561 45.59 46.72
D) +(2) + (4 407 1403 7751 723 2701 78.88 78.20
2 + (3) + (5) 452 1358 75.03 797 2627 76.72 75.88

(S\Q) = diversidad después de descartar aQ apartir S; DV =V(S) - V(S\Q) = valor absoluto.
DV/V = vaor rdativo (distancia multiplicada por 10000).
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El primer componente, el cudl explica mas de la mitad de la
variacion existente, separa claramente las razas asnales espafiolas de la
poblacién de asnos de Marruecos y dentro de las espafiolas, agrupa
estrechamente a las razas Catalana y Mallorquina, de forma similar a lo

obtenido previamente (Da).

La Figura 16 muestra un arbol filogenético con NJ, construido a
partir de la distancia de los alelos compartidos, conformada por 109
individuos. De ellos, 20 pertenecen a cada una de las razas asnales

espafolas y 9 al asno de Marruecos.
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Figura 15. Andlisis de los componentes principales a partir de las frecuencias de los
13 microsatélites en las cinco razas asnales espafiolas y €l asno de Marruecos. El
primer PC explica €l 52.0% de la variacion, el segundo el 15.0% y €l tercero el 13.8%
delavariacion total.

De los 100 asnos espafioles representados en el arbol, solamente
11 no se agruparon con animales de su misma raza. Asi mismo, se
puede apreciar que algunas de las razas formaron un grupo solido,

compuesto por todos los animales pertenecientes a ella. Por ejemplo,
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todos los individuos de la raza AND y ENC formaron un grupo discreto.
Las otras razas mostraron un alto nivel de agrupamiento, en especial la
CAT y MALL. Los individuos de las razas ZAM y asno de Marruecos
mostraron un patron de agrupamiento mas fragmentado, con algunos

individuos de estas dos poblaciones esparcidos por el arbol.
Asignacion de individuos a raza

La Tabla 17 muestra los resultados del analisis de la asignacién
de individuos a raza de acuerdo a la metodologia utilizada. En la misma
se puede observar que la exactitud de la asignaciéon fue moderadamente
aceptable en casi todos los métodos utilizados. Los resultados obtenidos
evidencian un elevado grado de precision en la asignacion individuo-
raza. EI método Bayesiano se mostré como el mas eficiente, con una
precision del 90.6%, seguido del de frecuencias con un 87.93%;
mientras que, el menos eficiente correspondié al asignado por la

distancia de Goldstein y col. (dn¥), con tan solo un 33.14% de

asignaciones correctas.

Tabla 17. Porcentaje de correcta asignacion de individuos a raza a partir de 13
microsatélites, estimados mediante distintas metodol ogias.

Método % Asignacion Correcta

Bayesiano 90.64
Frecuencias 87.93
Da Nei et al 82.65
D¢ Cavalli-Sforza y Edwards 78.95
DasChakraborty y Jin 73.10
Ds Nei 72.71
Dwm Nei 71.93
(dm)y Goldstein et al 33.14
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Figura 16. Dendrograma NJ construido a partir de la distancia de los alelos
compartidos entre 109 individuos de las cinco razas asnales espafiolas y €l asno de
Marruecos. Los numeros a la derecha indican la fraccion deindividuos de la raza.

El analisis por locus, de forma individual, para la asignacién de

individuos a raza, mediante el método Bayesiano, mostrd valores que
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oscilaron entre el 22.81% para el marcador HMSS5 y el 51.85% para el
AHTS5 (Tabla 18).

Discusion

Se han mostrado tres diferentes meétodos de estudio de la
variabilidad genética de las razas y su representacion grafica: el método
de Weitzman, el analisis de componentes principales (PCA) y un arbol

NJ con alelos compartidos, asi como la asignacion de individuos a raza.

La diversidad de Weitzman define la diversidad esperada después
de un periodo dado de tiempo, basada en la probabilidad de extincién
de cada elemento de un conjunto considerado. Si n elementos son
considerados en peligro de extincién, pueden darse, con una
determinada probabilidad, 20 patrones de supervivencia - extincion y
para cada uno de ellos se pueden calcular los resultados de diversidad
(Thaon d’ Arnoldi y col., 1998).

Tabla 18. Porcentaje de correcta asignacion de individuos a raza, estimadas para
cada uno de los microsatélites utilizando el método Bayesiano.

Marcador % Asignacion Correcta Marcador % Asignacion Correcta
AHT4 42.69 HTG10 43.08

AHT5 51.85 HTG15 34.89

HM S2 32.75 HTG4 31.58

HMS3 31.97 HTG6 47.76

HM S5 22.81 HTG7 41.91

HM S6 36.06 VHL20 34.31

HMS7 26.90
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Conociendo las distancias entre cada una de las razas y el estatus
de riesgo de un conjunto de ellas, expresado a través de sus respectivas
probabilidades de extincion, se podria establecer un orden de prioridad
para planificar la conservacion. Es asi que, con este estudio damos la
oportunidad para evaluar la diversidad genética global de un grupo de

razas, utilizando la aproximacion de Weitzman (1992, 1993).

La Tabla 16 muestra claramente el amplio rango de
contribuciones genéticas de cada una de las razas estudiadas, oscilando
entre 19.19% (asno de las Encartaciones) a 29.11% (raza Catalana).
Basandose en estas distancias (Reynolds y Nei), las razas AND, CAT y
ENC suman cerca del 80% de la diversidad total, lo cual es indicador
del potencial valor de estas tres razas locales para ser preservadas y

contribuir asi al mantenimiento de la biodiversidad.

La pérdida de diversidad causada por la extincion de un conjunto
de razas puede predecirse por el sumatorio de los valores ordinales en
los nodos que podrian desaparecer a partir del arbol si las razas fuesen
excluidas, sin ningdn otro cambio. De este modo, podemos apreciar en
la tabla 16, y es obvio, que la pérdida de la raza Catalana podria causar
una disminucion tres 0 cuatro veces superior a la producida por la

pérdida de las razas Mallorquina o el asno de Encartaciones.

No obstante, los resultados y las decisiones de conservacion que
se pudieran tomar del analisis de diversidad de Weitzman basadas en
distancias genéticas, deben ser tomadas con precaucion, ya que
recientes estudios parecen indicar que estos meétodos podrian ser
inapropiadas para la conservacion de razas intra-especie, ya que

ignoran la variabilidad intra-raza (Caballero y Toro, 2002).

El analisis multivariante de las frecuencias alélicas de los

microsatélites (PCA), se ha mostrado como una poderosa herramienta
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para revelar la historia evolutiva y la mezcla entre poblaciones
filogenéticamente distantes (Schmid y col., 1999; Stahlberger-
Saitbekova y col., 2001). Sin embargo, su uso como técnica para
discernir las relaciones entre poblaciones filogenéticamente cercanas es

mas cuestionable (MacHugh y col., 1998).

A pesar que los microsatélites utilizados no mostraron ningdn
alelo especifico de raza que permitiera la simple identificacion de la
misma y la asignaciéon de cada uno de los individuos a su raza de
origen, el arbol NJ de los individuos (Figura 3) mostré6 muy buena
armonia con la estructura genética de la poblacién, dando indicios de
gue estos marcadores proveen una excelente via para este tipo de

estudios.

En el andlisis de los alelos compartidos, de los 100 asnos
espanoles analizados 89 (89.0%) formaron un grupo discreto y
coincidente con la raza de origen de las muestras. La posicion de once
individuos (11.0%) no esta claramente definida en el arbol, asi como, el
asno de Marruecos, que mostrO0 un importante patron de
desfragmentaciéon. Similares resultados fueron encontrados por
Bowcock y col. (1994) trabajando con poblaciones humanas. Dentro de
cada una de las razas los individuos tienden a forman subgrupos,
correspondiéndose en un elevado grado a su fuente de origen
subpoblacional (datos no mostrados). Estudios filogenéticos previos,
utilizando la distancia de los alelos compartidos entre organismos
individuales, revelaron un nivel similar de agrupamiento entre
poblaciones a la observada en la Figura 15 (Estoup y col.., 1995;
MacHugh y col., 1998; Laval y col., 2000).

Mas precisamente, utilizando el anélisis de asignacion de
individuos a raza, para calcular la probabilidad de que un animal

perteneciera a un raza dada, mostro valores que oscilaron entre 87.93%
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y 90.64%, dependiendo si la metodologia utilizada fue a partir de
simples frecuencias alélicas (Paetkau y col., 1995) o mediante analisis

Bayesianos (Rannala y Mountain, 1997), respectivamente (Tabla 17).

Dentro de un programa de conservacion, la aparente distintividad
o particularidad taxonémica de una raza podria no ser necesariamente
el medio de identificacion de genes uUnicos y adaptativos, ya que otras
fuerzas, como la seleccion, podrian estar operando. Por ejemplo, la
deriva podria afectar las distancias genéticas entre poblaciones. Por
ello, cuando estamos seleccionando razas para ser conservadas deberia
ser también importante, ademas de considerar la distintividad
taxonomica o la variacion entre poblaciones, tener en cuenta otras
medidas de variabilidad genética dentro de poblaciones (Blott y col.,
1998; Caballero y Toro, 2002). Tales medidas podrian incluirse en un
indice de conservacion y la poblacidon a ser conservada se seleccionaria

mediante este indice (Weitzman, 1993).

Para concluir este capitulo, debemos indicar la gran utilidad que
tiene la evaluacion global de la diversidad (dentro y entre razas)
mediante el uso de los marcadores moleculares, ya que esta
informacion es sumamente util y deberia ser tomada en cuenta a la
hora de tomar decisiones para poner en practica planes de

conservacion.
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4. 4 ANALISIS MITOCONDRIAL
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Antecedentes

En los capitulos anteriores se han presentado los resultados de
los analisis del ADN nuclear mediante la utilizacion de microsatélites en
las razas asnales espafolas. Las relaciones entre las razas utilizando
las distancias genéticas Da (Nei y col., 1983) y la de Reynolds (Reynolds
y col., 1983) mostraron que las cuatro razas asnales de capa negra del
Norte de Espafia (Catalana, Encartaciones, Mallorquina y Zamorano-
Leonesa) formaban un grupo mas o menos soélido, mientras que, la raza
Andaluza permanecia en una posicion intermedia entre las razas del
Norte de Espafia y la del asno de Marruecos (Figura 12), o bien se
juntaba con los animales de esta ultima raza (Figura 13), soportando
entonces la hipdtesis de sus origenes a partir de un ancestro comun (E.
a. africanus), aunque con valores bootstrap relativamente bajos,

reflejando asi una cierta inestabilidad de la agrupacion.

Bajo esta incertidumbre se procedié a realizar analisis del ADN
mitocondrial de dos regiones conocidas; especificamente, una porcion
del gen citocromo b y otra del D-loop. Tedéricamente, con la utilizacion
de la primera, esperamos encontrar regiones bastante conservadas,
mientras que con la regién control que comprende el D-loop se espera
conseguir suficiente polimorfismo que nos permita discriminar sobre el
origen evolutivo de las razas asnales espafiolas. Para ello, ademas de las
cinco razas asnales previamente descritas (Andaluza, Catalana,
Encartaciones, Mallorquina y Zamorano-Leonesa) y la raza Africana
(asno de Marruecos), se adicioné al andlisis una sexta raza asnal
espafola, oriunda del archipiélago Canario, la raza “Majorera” (MAJ), y
otra raza asnal africana de Zimbabwe (ZIM), con el unico objetivo de

ayudarnos a aclarar aun mas las relaciones filogenéticas de estas razas.
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Resultados

Citocromo b:

Las 79 secuencias, de 251 pares de bases (pb), de la porcion del
citocromo b revelaron solamente seis haplotipos en las razas asnales
estudiadas (Tabla 19).

Tabla 19. Poblaciones y nimero de animales secuenciados para e D-loop y €
citocromo b, y la frecuencia de haplotipos del citocromo b.

No. deanimales  Frecuencias de los haplotipos del Cit b

D-loop Citb SPAN1 SPAN2 SPAN3 SPAN4 SPAN5  SPANG6

Andaluza 20 18 6 10 2

Catalana 10 12 12

Encartaciones 11 7 6 1

Mallorquina 10 7 2 2 2 1
Zamor ano- 10 7 7

L eonesa

Majorera 10 10 6 4

Marruecos 9 7 6 1

Zimbabwe 11 11 11

Total 91 79 6 60 6 4 2 1

Se encontraron un total de 19 diferencias nucleotidicas al
comparar nuestras secuencias con las del caballo, utilizada esta ultima
como secuencia de referencia (Genbank acceso No. X93337). Dentro de
las razas asnales s6lo cuatro sitios resultaron ser polimorficos (Tabla
20). De estas posiciones variables el 75% (3/4) correspondieron a

mutaciones puntuales del tipo de transiciones y fueron silentes, es
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decir, no acarreaban cambios en la composicion aminoacidica;
confirmando esta via como la mas comun de evolucién mitocondrial en
mamiferos (Vigilant y col., 1991). Solamente dos de los haplotipos
(SPAN-4 y SPAN-5) incluyeron substituciones del tipo de transversiones,
afectando ambos en la posicion nucleotidica 14592. Asi mismo, no se

present6 ninguna delecion y/o insercion nucleotidica en esta region.

De los haplotipos observados, cabe destacar que el SPAN1 estuvo
presente sélo en la raza Andaluza; al igual que SPAN5 y SPANG6 que se
presentaron solamente en dos y un individuo de la raza Mallorquina,
respectivamente (Tabla 19). El haplotipo SPAN2 fue similar al haplotipo
reportado por Xu y col. (1996), siendo ademas este haplotipo el més
frecuente en estas poblaciones, seguido del haplotipo SPAN4, que
estuvo presente en las razas Encartaciones, Mallorquina y asno de

Marruecos.

Tabla 20. Sitios nucleotidicos polimorficos en el citocromo b (haplotipos) observados
en 79 asnos espanolesy africanos.

Posicion

©
=
Haplotipos §|

SPAN1 [c|c|c|c|T|c|c|T|c|A|T|A|Cc|A|A|C|G [T |C
SPAN2* [. [T

sPAN3 [, [T |. [. |. . [.[. | |G

seaN4 | (Tl e

seans [ [T . [cl. [ ... 1.1 1. 1| |[cC
sPAN6 [. [.]. |[. [C

EQuUUS [T |. [A|T]|. [T]A|c|T|Gc|c|T|T|Gc|c|[T|A |C |G

* concordancia con la secuencia de asnos Genbank no. X79547 (E. asinus).
! Secuencia de caballo extraida del Genbank no. X93337
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A partir de los 6 haplotipos del citocromo b se confeccioné un
dendrograma NJ. En el mismo se puede apreciar una clara separacion
de los haplotipos SPAN5 y SPANG los cuales forman un grupo solido con
un 54% de confianza, respecto al resto de los haplotipos, qué se van

agregando al arbol en ramas unicas (Figura 17).

54 = SPAN5
24 —— SPANG
s SPAN4
SPAN2
SPAN3

I— SPAN1

Equus

0.01

Figura 17. Dendrograma N-J para los 6 haplotipos del citocromo b en cinco razas de
asnos espanoles, dos africanas y la secuencia de caballo como outgroup. Los
nameros en las bifurcaciones corresponden a los porcentajes sobre 1.000
replicaciones bootstrap.

La Figura 18 muestra la representacion grafica de las relaciones
evolutivas de los seis haplotipos del citocromo b. Segun estos resultados
los haplotipos actuales derivarian del haplotipo SPAN1, el cual, al
parecer, seria el mas préximo al haplotipo del caballo. La elevada
frecuencia y amplia distribucion de SPAN2 en todas las razas
analizadas, confieren asimismo, una gran ancestralidad a este

haplotipo.

Los 79 individuos analizados para el citocromo b se agruparon en
tan solo 6 haplotipos diferentes. Como consecuencia de estos pocos
haplotipos presentes en estas poblaciones, la diversidad haplotipica
oscilo entre 0.857 para la raza Mallorquina, que mostro 4 haplotipos en

solamente 7 individuos analizados, y 0.000 para las razas Catalana,
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Zamorano-Leonesa y Zimbabwe, con un unico haplotipo presente en

todos los individuos analizados (Tabla 21).

- 5

Equine | ___.'_ - ;"-!

| sPaN1 |—|— SPAN
( sPan2 )
i — i |
I‘.'\.
4
(" sPans B
SPANS

Figura 18. Minimum spanning tree mostrando los network de interrelacion entre los
6 haplotipos del citocromo b en las razas analizadas. Las lineas entre los haplotipos
indican el nUmero de mutaciones ocurridas hasta la aparicion de un nuevo haplotipo.

De la misma forma, los valores de diversidad nucleotidica
oscilaron entre 0.005 y 0.000, coincidiendo con el mismo orden de las
razas antes descritas, respectivamente. Siendo los valores promedios

para la diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (p) de 0.320
y 0.001, respectivamente (Tabla 21).

El valor promedio estimado de divergencia nucleotidica (da) entre
poblaciones fue de 0.0006 y dichos valores oscilaron entre 0.0023, para
el par Mallorquina - Majorera y 0.0000 para los pares Encartaciones —
Marruecos y Marruecos - Zimbabwe (Tabla 22). Por otra parte, el valor
promedio de divergencia nucleotidica (da) entre asnos y caballos fue de
0.0700, unas 100 veces mayor que los valores de divergencia presentes

entre las razas asnales.
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Tabla 21. Diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica () estimada a partir
del fragmento de 251 pb del mtDNA (citocromo b) para cada una de las razas asnales
de origen espaiiol y africano.

Numerode  Numerode Diversidad Diversidad
individuos  Haplotipos Haplotipica  Nucleotidica
analizados (h+ DE) (s))
Espanolas
Andaluza 18 3 0.601 + 0.080 0.003
Catalana 12 1 0.000 + 0.000 0.000
Encartaciones 7 2 0.286 + 0.200 0.001
Mallorquina 7 4 0.857 + 0.102 0.005
Zamor ano-L eonesa 7 1 0.000 = 0.000 0.000
Majorera 10 2 0.533+ 0.095 0.002
Africanas
Marruecos 7 2 0.286 + 0.200 0.001
Zimbabwe 11 1 0.000 £ 0.000 0.000
Total 79 6 0.320+ 0.013  0.001 + 0.000
D-loop:

El analisis de la secuencia de la region D-loop revel6é una relativa
mayor diversidad genética entre las razas asnales (Tabla 23).
Basandonos en el analisis de las 91 secuencias del fragmento del D-
loop, se han podido describir 7 haplotipos en las razas asnales
espafolas y africanas. Al realizar la comparacion de estos siete
haplotipos con la secuencia del caballo (Ishida y col.,, 1994) se
encontraron un total de 40 sitios variables en un total de 383
nucledtidos secuenciados. Sin embargo, dentro de las muestras de
asnos, solo 13 sitios fueron polimorficos, mientras que 27 sitios
adicionales, incluyendo una insercion en el sitio 15540 pb (asignada
como 15540b) diferian con la del caballo (Tabla 23).
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Tabla 22. Matriz de distancias da (divergencia nucleotidica del Citocromo b) entre
seis razas asnales espafiolas y dos africanas.

Esparfiolas Africanas
CAT MOR
AND 0.0004 0.0004 0.0021 0.0004 0.0006  0.0004 0.0004
CAT 0.0016 0.0004 0.0006 0.0005 0.0017 0.0018
ENC 0.0011 0.0003 0.0006  0.0002  0.0007
MALL 0.0017 0.0023 0.0011 0.0017
ZAM 0.0005 0.0001  0.0002
MAJ 0.0006  0.0006
MOR 0.0000

Cabe destacar que las 13 posiciones variables representaban
substituciones en un simple par de bases, correspondiendo en todos los
casos, a mutaciones del tipo de transiciones y al igual que en el
citocromo b fueron silentes y sin cambios en la composicion de los

aminoacidos.

Las frecuencias de los haplotipos en cada una de las poblaciones
estudiadas, asi como para el total de estas razas, se presentan en la
Tabla 24. Cabe destacar que 4 de los 7 haplotipos estuvieron presentes
Unicamente en una o dos razas y ninguno de los haplotipos se presentd
en todas las razas a la vez. Los haplotipos mas frecuentes, tanto en las
razas espafolas como africanas, resultaron ser el ATI1 y ATI3,

presentes en 7 y 5 de las 8 poblaciones totales, respectivamente.

Las relaciones entre estos 7 haplotipos (Fig. 19) muestran dos

grandes grupos. Uno formado por los haplotipos ATI2, ATI4, ATI6 y
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ATI7, presentes sblo en las razas asnales espafolas y otro segundo
grupo por los haplotipos restantes; este segundo grupo incluyé
haplotipos presentes sélo en las razas espafiolas y haplotipos presentes
en ambas poblaciones asnales (espafolas y africanas). Se muestra una
clara separacion de estos grupos dado el elevado valor de bootstrap
(82%). La secuencia del caballo fue utilizada como outgroup y permitié
darle una orientacién evolutiva al arbol. El segundo cluster (ATI1, ATI3
y ATI5) reflej6 mucha mas amplitud polimérfica que el primer grupo,
atribuyéndose esta mayor dispersion a que dichos haplotipos pudieran

ser los méas ancestrales de la especie asnal (Nei, 1987).

Tabla 23. Sitios nucleotidicos polimoérficos en e D-loop y sus respectivos haplotipos
presentes en los 91 asnos espafnolesy africanos analizados.

Nucledtido
Posicion
Posicién 11111 11111 11111 11111 11111 11111
55555 55555 55555 55555 55555 55555
45555 55555 55555 55555 56666 66667
90111 22334 45566 66789 92344 56690
23468 18130 83901 59008 91043 22784
Haplotipo
ATI-1 TCGTC TTTAA CGCT? TAGTC AACTC TACAC GATGA CAACC
ATI-2 AT LCL L e e e e e e e .G.GT .G.A. TG.T.
ATI-3 A.... . ....
ATI-4 AT LCL L e e e, .G.GT ...A. TG.T.
ATI-5S .. ... . .... e R
ATI-6 CALLT L CLL . e e e ...GI' .G.A. TG.T.
ATI-7 C.A.T .C... e e e e e e e ...GI' .G.A. TG.T.
Caballo .TAC. C.CGT TATGC CCACT GGTCT GGGGT ..CAG T.GIT

® insercion nucleotidica presente solamente en e Caballo.
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Las diversidades haplotipicas y nucleotidicas se muestran en la
Tabla 25. La diversidad haplotipica intra-poblacional fue mas elevada
en las razas Andaluza y Majorera, con valores de 0.737 y 0.689,
respectivamente. Los valores mas bajos se dieron en las poblaciones de
Zimbabwe y Catalana, con valores medios de 0.182 y 0.200,
respectivamente; y esto fue debido a que mas del 90% de la poblacién
mostré unicamente el haplotipo ATI1. Las diversidades haplotipicas y

nucleotidicas medias fueron 0.421 y 0.007, respectivamente.

Tabla 24. Frecuencia de los 7 haplotipos del D-loop mitocondrial en las 6
poblaciones de asnos esparioles y las dos razas africanas.

AND CAT ENC MALL ZAM

Haplotipo (200* (100 (11) (10

ATI-L 020 09 070 08 020 078 091 0517
ATI-2 030 _ _ _ 020 0.0 5 0121
ATI-3 N 010 009 0.30 _ _ 022 009 0.088
ATI-4 010 _ N N _ _ N 0022
ATI-5 040 N N N _ 0.50 _ _ 0143
ATI-6 N 082  _ _ _ N _0.099
ATI-7 0.09 0.010

* NUmero de animal es analizados en cada poblacion.

El minimum spanning tree (Figura 20) describe las relaciones
evolutivas de los siete haplotipos del D-loop, mostrando un singular
patrén de descendencia ancestral. Segun esta distribucién todos los
haplotipos asnales actuales derivarian del haplotipo ATI1, el cual, al
parecer, seria el mas proximo al haplotipo del caballo. Méas tarde, este
haplotipo evolucionaria producto de una sola mutacién puntual en los
sitios nucleotidicos 15580 y 15698, para dar origen a los nuevos

haplotipos ATI3 y ATI5, respectivamente. Un segundo grupo, formado
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por los haplotipos ATI4, ATI2, ATI6 y ATI7, emergeria mas
recientemente, después de mas de nueve procesos mutacionales que
tuvieron lugar en el transcurso del tiempo. En este grupo encontramos
a mas del 90% de los individuos de la raza Asno de las Encartaciones,
de mas reciente formacién, y algunas posibles lineas maternas de las

razas Andaluza, Majorera y Zamorano-Leonesa.

Tabla 25. Diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica () estimada a partir
del mtDNA D-loop, para cada una de las razas asnales espaolas y africanas.

NUumerode NuUmerode Diversidad Diversidad
individuos  haplotipos  Haplotipica Nucleotidica
(h+ DE) (2))
Andaluza 20 4 0.737+0.055 0.0169 + 0.0092
Catalana 10 2 0.200+ 0.154  0.0006 + 0.0009
Encartaciones 11 3 0.345+0.172  0.0069 + 0.0045
Mallorquina 10 2 0.467+0.132 0.0014 + 0.0015
Zamor ano-L eonesa 10 2 0.356+0.159  0.0124 + 0.0074
Majorera 10 3 0.689+ 0.104  0.0159 + 0.0092
Africanas
Marruecos 9 2 0.384+0.164 0.0012 + 0.0013
Zimbabwe 11 2 0.182+ 0.144  0.0007 + 0.0008
Total 91 7 0.421 + 0.005 0.0070 + 0.000

Estimando el tiempo de divergencia:

La distancia da promedio entre asnos y caballos fue de 0.5375.
Utilizando una tasa evolutiva media, estimada para la region
mitocondrial del D-loop en el género Equus, de 2-4 x 108 substituciones

por sitio y afo (Ishida y col., 1995), el tiempo de divergencia estimado
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entre estas dos especies corresponderia a @9 millones de afos; sin

embargo, para ello debemos considerar que la tasa de evolucion es

similar para asnos y caballos.

ATI 6
ATI7

ATI5
ATI 1
g3 G AT] 3

Equus
P

0.01

Figura 19. Dendrograma N-J para los 7 haplotipos del D-loop en seis razas de
asnos espafolas, dos africanas y la secuencia de caballo como outgroup. Los
namer os en las bifur caciones representan el porcentaje de 1.000 replicasbootstrap

Las estimaciones de divergencia nucleotidica (da) entre las razas
asnales (Tabla 26) y el arbol NJ derivado de ésta (Figura 21), muestra
gue las razas se agrupan en dos clusters: uno formado por el Asno de
las Encartaciones y otro por el resto de las razas. Una distribucion
similar de estas razas se aprecia en el arbol derivado de la substitucién
nucleotidica (dxy) entre poblaciones (Figura 22). Estas distribuciones
son totalmente incongruentes con la distribucion geografica de las
razas. La clusterizacion de la raza Asno de las Encartaciones es
claramente excepcional. De forma similar, la agrupacion de las dos
razas africanas con las razas CAT y MALL también es bastante
incongruente, al menos desde el punto de vista geografico. La Tabla 26
muestra los valores de diferenciacion poblacional (gst), en la que cabe
destacar que 18 de las 28 combinaciones (64.28%) presentaron valores

de significacion estadistica (P valor) menores al 5%.
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Figura 20. Minimum spanning tree mostrando los network de interrelacién entre los
7 haplotipos del D-loop en las razas analizadas. Las lineas entre los haplotipos
indican el nimero de mutaciones ocurridas hasta la aparicion de un nuevo haplotipo.

DISCUSION

En este estudio presentamos las secuencias del mtDNA del
citocromo b y del D-loop de asnos espafioles, lo que representa un
primer reporte de este tipo de datos, analizandose ademas en
conjuncion con las secuencias de dos razas asnales africanas
(Marruecos y Zimbabwe). A grandes rasgos las secuencias, tanto del
citocromo b como del D-loop, no son tan distintas en las seis razas

asnales espafolas y las dos africanas.

Las relaciones filogenéticas de los seis haplotipos del citocromo b,
encontradas en las razas asnales espafolas (Fig. 17), no nos definen un
patron claro de relaciones, producto de un bajo valor de soporte de los
nodos (bootstrap). Sin embargo, los haplotipos SPAN1 y SPAN2 parecen

ser claramente los mas ancestrales, el primero por ser el mas préximo
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al caballo (Figura 18) y el segundo por estar presente en todas las razas

evaluadas tanto espafiolas como africanas (Tabla 19).

Tabla 26. Matriz de distancias da (divergencia nucleotidica del D-loop entre
poblaciones, arriba de la diagonal) y diferenciacién poblacional qsr (debajo de la
diagonal) en lasrazas asnales espafolas y africanas.

Razas Espaiolas Africanas
Origen AND ENC MALL ZAM MAJ MOR VARV
[AND - 0065 .0076 .0067 .0013  -0009 .0065  .0064 |
CAT 371447 - .0260 -.0000 .0008 .0041  .0000 .0000
ENC 4281  .7218" ----- 0260  .0152 .0099 .0260 .0260
MALL .2788 .0000 .5847" = ----- .0010 .0043  .0012 .0000
ZAM 2672 0080 .6497" .0657 « ----- .0000 .0009 .0008
MAJ  .0000 4578 4881 32827 .3305° @ ----- .0042 .0041
MOR  .2992 .0000 .6270"" .0000  .0153 3568 ----- -.0003
ZIM 3889  .0000 .7342"" .0408" .0181 A7727 0000 -----

Mediads Asno-Caballos= 0.5375; *** P< 0,001, ** P<0.01; * P<0.05

En conjunto tanto la filogenia a partir del citocromo b, como la del
D-loop, asi como, las relaciones genéticas entre las razas basadas en las
divergencias (da) y substituciones (dxy) nucleotidicas resultaron ser
bastante concidentes, aunque no presentan demasiada concordancia
con las relaciones derivadas de los estudios previos con microsatélites.
Posiblemente, las explicaciones mas coherentes para estos hallazgos
estén relacionadas con la posible mezcla de haplotipos entre estas
razas, producto de las migraciones génicas (intercambio de

reproductores) que han ocurrido entre estas poblaciones durante
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muchos afos. Los efectos del tipo “cuellos de botella” o “efectos
fundadores” serian la explicacion mas plausible para comprender la
inesperada y marcada separacion existente entre la raza ENC con
respecto a las demas razas espafiolas. El reducido numero de
individuos analizados podria ser otra causa que explicara estas
discrepancias, tal y como ha sido reportado por Lau y col. (1998) en

similares trabajos en poblaciones de bufalos.

CATALANA
MALLORQUINA
MARRUECOS

ZIMBABWE

ZAMORANO-LEONESA

MAJORERA
ANDALUZA

ENCARTACIONES

A
0.mz

Figura 21. Dendrograma NJ para las seis razas asnales espafiolas y dos africanas,
basadas en la divergencia nucleotidica (da) entre las poblaciones.

La inesperada agrupacion de las razas africanas (Marruecos y
Zimbabwe) con la CAT y MALL se debe principalmente a la elevada
frecuencia en estas razas del haplotipo ATI1, tal como lo habiamos
comentado con anterioridad (Tabla 24), y es probablemente una funcién
del reducido tamafno de muestra estudiado; de las migraciones génicas
gue hayan podido tener lugar (principalmente con el asno de
Marruecos), y el reducido numero de secuencias mitocondriales
analizadas (citocromo b y D-loop), por lo que nosotros consideramos
gue el arbol basado en la distancia con la informacion de los
microsatélites nos da una representacion mas aproximada a las

verdaderas relaciones genéticas entre estas razas.
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Figura 22. Dendrograma NJ para las seis razas asnales espafolas y dos africanas,
basadas en el niUmero medio de substituciones nucleotidicas entre poblaciones (dxy).

La pérdida de una solida estructura filogeogréafica (producto por
ejemplo de un elevado flujo genético entre las poblaciones) entre las
razas espanolas y africanas, puede estar influenciada por la historia de
estas poblaciones, sobre todo si nos centramos y recordamos los
constantes movimientos poblacionales tanto humanos como de
animales que han caracterizado estas regiones, asi como el intercambio

comercial que se ha vivido entre ellas (Romagosa, 1959).

Si nos centraramos Unica y exclusivamente en las teorias
difiléticas (citadas por varios autores) esperariamos haber obtenido
haplotipos privados o Unicos en las razas europeas y que no estuviesen
presentes en las razas africanas, y viceversa, que fueran capaces de
indicarnos un claro doble origen de los asnos domésticos actuales, cosa
gue no pudimos detectar a partir de estos fragmentos de ADN
mitocondrial tal y como lo hicieron en otras especies domeésticas
mediante estudios similares al nuestro: Hiendleder y col. (1998) en el
origen de la oveja doméstica; Mannen y col. (1998) en el bovino japonés

y Guiffra y col. (2000) con el cerdo doméstico.
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Por tanto, e interpretando Unica y exclusivamente los resultados
obtenidos en nuestro analisis de mtDNA, estos tenderian a apoyar la
teoria monofilética acerca del origen de los asnos, sobre todo la de
Darwin (citado por Salvans y Torrens, 1959), quién postula un origen

unico a partir de un tronco comun Africano.

Otro hallazgo importante de estos andlisis, es la estrecha
similitud o relacién que presentan las razas AND y MAJ. Ambas razas
comparten la gran mayoria de haplotipos, tanto de citocromo b como de
D-loop, y poseen dos haplotipos privados, (SPAN3 y ATI5) presentes
Unicamente en estas dos razas. Estos resultados nos sugieren un
posible origen ancestral comun o un gran intercambio de reproductores

entre ellas.

A pesar que se ha reportado que raramente existen haplotipos
unicos y exclusivos de una raza, de forma similar a lo que ocurre con
los microsatélites, los cuales muestran que aunque las razas no
presenten alelos Unicos si que pueden, sin embargo, ser claramente
diferenciadas por las frecuencias alélicas o haplotipicas presentes (Vila
y col., 1999), si que encontramos haplotipos uUnicos en las razas
Mallorquina (haplotipos SPANS5 y SPANG, con una frecuencia superior al
40%) y Encartaciones (haplotipos ATI6 y ATI7, con una frecuencia
superior al 90%). La explicacion mas coherente a estos hallazgos puede
estar relacionada, en primer lugar, a su particular habitat, lo que se
expresa basicamente como un aislamiento reproductivo y geografico, y
en segundo lugar, a posibles efectos de “cuellos de botella”, que ha
hecho que ciertos haplotipos raros en estas poblaciones hayan
adquirido una elevada frecuencia en la poblacion a partir de muy pocos

reproductores.

El tiempo de divergencia evolutiva entre los asnos y los caballos

se ha estimado en al menos unos 9 millones de anos, siendo este valor
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similar al citado por Xu y col. (1996) y mucho mayor que el reportado a
partir de estudios paleontoldgicos (Lindsay y col., 1980) o a través de
RFLPs (Goerge y Ryder, 1986) que lo cifran de 3 a 5 millones de afios y
mas aun de los 1.5 millones de afios a partir de mtDNA reportado por
Kim y col. (1999). Este rango de variacion, presente en las estimaciones
de los tiempos de divergencia, se debe probablemente a las diferentes
tasas de evolucion de los genes o regiones estudiadas, asi como a la
propia secuencia utilizada (Takahata y Nei, 1985). Sin embargo, cabe
destacar que todas las secuencias de los asnos mostraron una distancia
similar con respecto a la del caballo (0.521 - 0.552), indicAndonos una
constante tasa interna; algo similar a lo reportado entre la divergencia
de caballos y asnos (Kim y col., 1999) y entre razas bovinas con respecto

a su divergencia con el bison (Loftus y col., 1994).

A modo de conclusidon nuestros resultados soportan las siguientes
hipotesis: en primer lugar, que el actual estado de las razas asnales
espafolas parece corresponder al producto de una mezcla de lineas
maternas debido posiblemente a un elevado flujo de genes entre las
mismas; y en segundo lugar, que el origen evolutivo del asno espafiol
podria derivarse de un Unico y comun tronco ancestral con las razas

africanas estudiadas.

Estudios adicionales de la variacion del mtDNA de otros genes o
regiones mitocondriales, ademas de estudios de huesos fésiles, asi como
de otras razas africanas y mediterraneas, podrian ayudar a un mayor y
mejor entendimiento acerca de las relaciones evolutivas de los asnos

espanoles.

Para finalizar, y a manera de resumen sobre este particular,
podemos indicar que con este capitulo proveemos la primera evidencia
molecular que soporta las relaciones filogenéticas y el posible origen de

las razas asnales espafiolas.
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