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Resumen-Abstract

En la actualidad existe una gran proporcién de razas que se encuentran en
peligro de extincién, cuyas perspectivas de futuro dependen del establecimiento
de programas de conservacién, que deben estar sustentados, entre otros, sobre

estudios de diversidad genética.

Este trabajo estudia el estado genético de siete razas autdctonas de caballos
espafioles en peligro de extincion (Asturcén, Losina, Jaca Navarra, Pura raza de
Caballo Gallego, Pottoka, Mallorquina y Menorquina) mediante la utilizacion de
13 microsatélites, ya que han demostrado ser la herramienta mas adecuada para
detectar la variabilidad genética entre razas estrechamente relacionadas. Estas
siete razas fueron comparadas con una muestra poblacional de la Raza Pura

Sangre Inglés.

Tomando como medidas de diversidad genética intrapoblacional la
heterocigosis y la diversidad alélica, se observaron diferencias significativas entre
las razas autdctonas para el ntimero de alelos observados, pero no para la
heterocigosis (P<0,05). Tan solo la Raza Mallorquina parece haber atravesado
recientemente un cuello de botella, lo que estd justificado por las diferencias
encontradas entre la heterocigosis y la diversidad alélica. Los dendrogramas
construidos a partir de dos matrices de distancias, Da y Fsr, con una correlacion
de r=0,97, mostraron en ambos casos a las razas Mallorquina y Menorquina
agrupadas en un clado distinto al resto de razas, estando mas préximas a la Raza
Pura Sangre Inglés. En el andlisis de Correspondencia las razas Asturcon, Jaca
Navarra y Losina, son las que contribuyen en mayor medida a la diversidad

genética, para el primer, segundo y tercer factor, respectivamente.

De los tres métodos utilizados para asignar o excluir poblaciones como
origen de individuos, el método Bayesiano fue el que mejores resultados aporto,
estando la eficacia en la asignacion correlacionada positivamente con el nivel de
diferenciacién genética existente entre las razas probables. Los microsatélites mas
eficaces en la asignacion variaron con las razas involucradas, pero existe una
correlaciéon positiva entre el niimero de marcadores empleados y la eficacia en la
asignacién, aunque los costes de genotipado no compensan un empleo de més de

diez a doce marcadores genéticos con este propodsito
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Resumen-Abstract

In the present time a great number of local breeds are threatened; their
future depends on establishing conservation programs, which must be sustained

on studies of genetic diversity beside other points.

This study corresponds to a first approach in the knowledge of the genetic
variability of seven local Spanish horse breeds threatened (Asturcén, Losina, Jaca
Navarra, Caballo de Pura Raza Gallega, Pottoka, Mallorquina and Menorquina).
Thirteen microsatellites have been selected as molecular markers, since this kind
of molecular marker has shown to be the most suitable tool to detect genetic
variability among closely related breeds. These seven breeds were compared to a

Thoroughbred population as outgroup.

Considering heterozygosity and allelic diversity as measures of genetic
diversity, significant differences were detected between the local breeds for allelic
diversity, but not significant for heterozygosity (P<0,05). Mallorquina breed has
experienced a bottleneck recently, which justifies the difference between
heterozygosity and allelic diversity. The dendrograms, constructed from the Da
and Fsr genetic distance matrix with a Pearson correlation coefficient of r=0,97,
show the Mallorquina and Menorquina cluster together, and near the
Thoroughbred population. The Correspondence Analysis demonstrated that
Asturcon, Jaca Navarra and Losina, are the breeds which contribute the most to

the genetic diversity, for the first, second and third factor, respectively.

The Bayesian method gave the best results to select or exclude populations
as origins of individuals, being this efficiency correlated with the level of genetic
differentiation among the populations. The efficiency of microsatellites depends
on the considered populations and there is a positive correlation between the
efficiency and the number of microsatellites, but the genotyping costs do not

justify a higher number of genetic markers than ten or twelve.
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Introduccion

II. INTRODUCCION.

IL.1. Concepto de raza.

La raza es segun diferentes hipodtesis, un proceso biolégico objetivo o un
artificio del hombre. A este respecto han surgido multitud de definiciones apoyadas

en posturas encontradas que Rodero y Herrera (2000) clasifican en tres:

- Convencionalismo extremo: cualquier poblaciéon tiene derecho a ser

considerada como raza.
- Realismo extremo: s6lo hay una definicién correcta de raza.

- Posturas intermedias: el concepto de raza varfa dependiendo de las

situaciones.
Algunas de las definiciones de raza mas representativas son las propuestas por:

- Gonzalez Pizarro (1903): “Colectividad de individuos que poseen un conjunto de

caracteres distintivos y transmisibles por generacion”.

- Kronacher (1937): "Por raza se entiende hoy en dia, un grupo de animales de la
misma sangre que sobre la base de su origen, de determinadas propiedades morfoldgicas
y fisiologicas y de su empleo 1itil, presentan cierto parentesco, se distinguen por sus
caracteristicas exteriores y por la clase y el volumen de sus funciones, asi como por sus
necesidades en elementos vitales para la realizacion de dichas funciones, respecto a otros
animales de la misma clase y, en igualdad de condiciones del medio exterior, producen

descendientes iguales o parecidos"

- Aparicio Sanchez (1956): “Conjunto de individuos con caracteres morfoldgicos.
fisioldgicos y psicologicos propios, por los que se les distingue de otros de su misma
especie y que son transmisibles por herencia dentro de una margen de fluctuacion

conocido”.
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- Alderson (1974): “Grupo de animales de caracteristicas similares que
reproduciéndose entre si dan una progenie del mismo tipo, dentro de los estindares

publicados por la organizacion de registro”.

-La FAO adopta la definicion dada por Turton (1974): "Grupo homogéneo,
subespecifico, de animales domésticos que poseen caracteristicas externas definidas e
identificables que permiten distinguirlos a simple vista, de otros grupos definidos de la
misma manera en la misma especie. También es un grupo homogéneo sobre el que,
debido a la separacion geogrifica con otros grupos fenotipicamente similares, existe un

acuerdo general sobre su identidad separada".

- Cavalli-Sforza (2000): “Un grupo de individuos que pueden ser reconocidos como

biologicamente diferentes respecto a otros”.

Aunando estas definiciones se puede decir que la catalogaciéon de una
poblacién animal como raza debe reunir al menos tres requisitos: homogeneidad
morfolégica entre sus integrantes, diferenciacién de ellos respecto a grupos cercanos,

y perpetuacion de estas caracteristicas diferenciadas a través de la descendencia.

De entra todas las definiciones surgidas a lo largo del tiempo, quiza la
correspondiente a Orozco (1985), sea una de las mds escépticas con respecto a la
existencia de las razas: "nadie puede impedirle a un ganadero, a un técnico o a cualquier
persona que tenga acceso a un conjunto de animales definir una poblacion concreta como
raza. Si para ello se basa en unas caracteristicas determinadas, objetivas, uniformes y
distintas a las de otras poblaciones, puede hablar, si quiere, de una nueva raza. La raza es
simplemente estar de acuerdo con unas caracteristicas concretas y muy exigentes, perfeccion
en color, tipo, porte, medidas de diferentes partes del cuerpo bien determinadas, etc. Y si la
raza esta definida asi, no hay ninguna objecion que hacer. La raza, consciente 0
inconscientemente, ha sido hecha por el hombre, aunque con la intervencion del medio
actuando a traveés de la seleccion natural”.

Aunque no se especifica cual debe ser el origen de una raza, en su proceso de
formacion, se pueden distinguir dos periodos, uno previo a su constitucion desde el
punto de vista zootécnico, y otro posterior en el que ya existe un reconocimiento

administrativo, oficial y técnico.
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Segan Denis (1982), las razas pasan por los siguientes tipos:

- Subespecies geograficas, que son las existentes previas a la domesticacion.
- Razas primitivas, en las que ha existido una limitada accién del hombre.

- Razas naturales, que suponen una etapa de transicién hasta las actuales.

- Razas actuales, donde existe una intensa intervencion humana pero

conservando el carécter regional y/o nacional.
- Razas mejoradas, que poseen una proyeccion internacional.

I1.2. Biodiversidad

Las estimaciones sobre el nimero de especies de organismos vivos sobre la
Tierra varian entre 2 y 100 millones siendo la mejor estimacién alrededor de 10
millones, de las que actualmente menos del 0,5% son aves y mamiferos. Dentro de
esta pequefia franja de biodiversidad se cuenta alrededor de una cuarentena de
especies de animales domésticos. Estas especies han sido domesticadas por el
hombre en el curso de los tltimos 12000 afios y son importantes econémicamente por
su contribucién a la produccion alimenticia y agricola. En el curso del proceso de
domesticaciéon se han desarrollado razas separadas y genéticamente tnicas para
adaptarse al clima local y las demandas de la comunidad, constituyendo las diversas
razas autéctonas. Quedan entre 4000 y 5000 razas de animales domésticos. Estas
razas y las especies que ellas representan, ademas de aproximadamente 80 especies

salvajes emparentadas, constituyen los recursos genéticos animales del mundo.

Desafortunadamente, durante los tltimos afios cada vez resulta mas frecuente
oir y leer sobre la progresiva desaparicion de las razas autéctonas en el mundo. Sin
embargo, hay que destacar que existen razones importantes por las que las razas

autoéctonas deben ser protegidas. Se pueden clasificar en tres:

a) Razones econdmicas: Se trata de animales rasticos, perfectamente
adaptados a su medio, incluso cuando se trata de zonas accidentadas o agrestes,
donde los pastos son pobres y en algunas ocasiones escasos. Las hembras
poseen una excelente fertilidad, son buenas madres, poseen una larga vida

reproductora y necesitan de pocas atenciones veterinarias. Todas estas son
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caracteristicas deseables para una agricultura y ganaderia sostenible de bajos

costes.

b) Razones genéticas: Constituyen una reserva basica de genes que pueden
ser importantes en el futuro de la ganaderia cuando las demandas o gustos del
consumidor varien, ya que abren la posibilidad de contribuir a la formacién de

nuevas razas.

C) Razones ecologicas y culturales: Contribuyen al mantenimiento de una
ganaderia extensiva la cual favorece un buen equilibrio demogréfico en zonas
desfavorecidas. Forman parte del patrimonio cultural-ganadero de numerosas

zonas rurales, contribuyendo a su atractivo turistico.

En la actualidad la FAO es el principal organismo internacional encargado de la
conservacion de los recursos genéticos animales (razas, lineas, variedades,
poblaciones geograficas o genotipos individuales disponibles), entendiendo por
conservacion la administraciéon del uso humano de la biosfera de manera que ella
produzca el mayor provecho sustentable para las generaciones actuales, siempre
manteniendo el potencial para satisfacer las necesidades y las aspiraciones de las
generaciones futuras. Segun la FAO una gestion eficaz de la conservacién, a nivel

mundial y para cada especie, reposa imperativamente sobre:
- la identificacién y enumeracion de las razas,

- su descripcion y caracterizacion, para determinar sus cualidades particulares y
sus posibles contribuciones, y para comprender qué razas pueden

potencialmente proveer la mayor variedad de contribuciones futuras,

-el seguimiento de las estadisticas demograficas de cada raza y de la

informacion referida a las razas en riesgo de desaparicién,

- facilitar el uso de la mayor cantidad de razas posibles, ya que el correcto uso
de una raza es ciertamente el medio mas rentable para conservar el stock de

genes para el futuro,

-la conservaciéon de muestras de la mayor cantidad posible de razas bajo la
forma de semen, ovocitos y embriones, para permitir la recreacién en el futuro

de una poblacién desaparecida,
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-la puesta en marcha de programas de educacién y de formacién sobre la

conservacion de los recursos genéticos y las técnicas de campo mas efectivas,

- asistencia con el desarrollo de instrumentos politicos y legales a nivel nacional

e internacional, y

- maximizacién de la participaciéon de todos los socios indispensables para el

éxito del programa.

Los programas de conservacion de recursos genéticos animales pueden ser
considerados como un importante componente dentro de los programas de
conservacion de la biodiversidad que, planteados en 1992 en la Conferencia de Rio de
Janeiro (Brasil), culminaron en diciembre de 1993 con la ratificaciéon formal en la
Convencién sobre Diversidad Bioldgica con tres objetivos: a) conservacion de la
diversidad biolégica, b) utilizacion sostenible de sus componentes y c) reparto justo y

equitativo de los beneficios que genere su utilizacion.

En los analisis del Banco Mundial de Datos, las razas son clasificadas en siete
categorfas: Desaparecida, Critica, en peligro, critica-mantenida, en peligro-
mantenida, no en peligro y estado desconocido. La clasificacién estd basada en el
tamafio total de la poblacién, el nimero de hembras reproductoras y la tendencia de
la evolucion del nimero de individuos (creciente, decreciente o estable). Si una raza
estd en el limite de dos categorias, se consideran otros factores, como el nimero de
machos usados en Inseminacion Artificial, el nimero de dosis de semen o el niimero
de embriones acumulados y el nimero de rebafios. Otro factor tomado en cuenta es

la existencia de un programa de conservacion.
Las reglas utilizadas para determinar el estado de riesgo son las siguientes:

- Desaparecida: no es posible recrear la poblacién. Esta situaciéon es absoluta
cuando no hay machos (o semen) ni hembras reproductoras (u ovocitos), ni
embriones. En realidad la desapariciéon puede constatarse bastante antes de la

pérdida del altimo animal, gameto o embrién.

- Critica: el ntmero total de hembras reproductoras (HR) es inferior a 100 o el
namero total de machos reproductores (MR) es inferior o igual a 5. También se

puede cuantificar por el tamafo total de la poblacion (TTP) que debe ser
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proximo a 100 y decreciente, y el porcentaje de hembras criadas en raza pura
(HPR) es inferior al 80%.

- En peligro: HR entre 100 y 1000, MR entre 5 y 20. O, TTP préximo a 100 y
creciente y HPR mayor del 80%. O, TTP préximo a 1000 y decreciente y HPR

inferior al 80%.

- Las razas clasificadas como Critica-Mantenida o En peligro-mantenida
identifican a poblaciones criticas o en peligro para las cuales existen programas
de conservaciéon activos o son mantenidas por compafifas comerciales o

institutos de investigacion.

- No en peligro: HR superior a 1000 y MR superior a 20. O, TTP préximo a 1000
y HPR préximo 100%.

- Estado desconocido: no existen datos del censo de animales.
II.3. Sistematica y filogenia del caballo.

El primer antepasado conocido del caballo, el Eohippus, vivié en los tiempos del
periodo Eoceno, hace aproximadamente cincuenta millones de afios, y por los restos
fosiles encontrados en la zona Oeste de los Estados Unidos de América se sabe que se
trataba de un animal de apenas 35 cm de alzada con una morfologia parecida a la del
pécari actual. Las extremidades anteriores presentaban cuatro dedos y las posteriores
tres con un primitivo dedo accesorio, y su mandibula estaba adaptada a la

alimentacion herbivora.

Hacia finales del Eoceno (hace 38 millones de afios), esta primitiva forma
equina evoluciond, diferencidandose en dos grupos cuyos restos han sido localizados
en dos entornos diferentes. Por un lado, el Orohippus, género f6sil de Norteamérica, y
el Paleotherium hallado en Europa, y que en la linea evolutiva desaparece sin que se
puedan hallar sus teéricos descendientes. Estos animales posefan una alzada mayor,
semejante a la de un jabali, y poseian cuatro dedos en las extremidades anteriores y

tres en las posteriores.

El siguiente eslabén en la escala evolutiva corresponde al Mesohippus, de la talla
de una cabra, con solo tres dedos en cada extremidad, el del medio més desarrollado

que los laterales, y los molares primeros tendentes a desaparecer. Su desarrollo
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corresponde al periodo del Oligoceno, hace 36 a 25 millones de afios, con restos

profusamente encontrados en los estados de Dakota y Nebraska.

Los descendientes del Mesohippus se diversificaron durante el Mioceno, y es
posible encontrarlos tanto en América (Miohippus) como en Europa (Anchitherium),
aunque este tltimo desaparecié. En el Miohippus los dedos laterales no tocan el suelo
y la superficie de frote de las muelas es invadida por un cemento similar al de los
équidos actuales. A partir de este momento todo el desarrollo evolutivo se realizara

en llanuras y praderas, con un abandono definitivo del habitat boscoso.

Al Miohippus sigui6é el Merychippus con mas de veinte especies diferentes que
vivieron en los estados de Oregén, Montana, California, Texas y Florida. Los fésiles
encontrados hacen suponer que eran animales con la talla de un poni, agiles, muy
aptos para correr, y con una alimentacién basada en los pastos de gramineas.
Algunas de las especies del Merychippus evolucionaron al finalizar la Era Terciaria,
por un lado a géneros como el Hipparium y el Mennipus, que migraron hacia zonas de
Asia y Europa y terminaron por desaparecer, y por otro lado al Pliohippus, con
muelas muy semejantes a las de los équidos actuales y con un solo dedo en cada
extremidad, pero con rasgos craneales y detalles osteologicos de las extremidades
diferentes a los del caballo actual. Se considera por algunos naturalistas que el género
Plasihippus, cuyos fésiles se han descubierto en Texas, Idaho y California, podria ser

el eslabon entre el género Equus actual y el Pliohippus.

Al llegar el Plioceno, con la Era Cuaternaria, sélo quedaba el género Equus en
América del Norte, representado por especies parecidas a los caballos, hemiones,
asnos y cebras, pero al llegar el Pleistoceno, y concretamente tras la cuarta glaciacion,
hace 180000 afios, desaparecieron todos los representantes de este género de América
del Norte, pero este género se habia ido extendiendo por el mundo, desde Alaska por
el istmo de Bering, pasé a Asia y desde alli a Europa y Africa, y también pasé a

América del Sur, aunque en este tltimo caso también terminé por desaparecer.

Los caballos propiamente dichos mas antiguos que se conocen del Viejo Mundo
son: el Equus mosbachensis de la Europa central, probable forma primitiva del Equus
caballus, y el Equus sanmenensis en China. Se estima que el verdadero Equus caballus
apareci6 en la tltima parte de la Era Cuaternaria junto al Equus przewalskii, al que

algunos autores consideran parte de la misma especie.
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Figura 2.1.: Representacion esquematica de la filogenia del género Equus.

I1.4. Aspectos genéticos de la domesticacion. El origen de las razas.

La domesticacion parte de un proceso de relaciéon basado en interacciones
sociales entre el hombre y el animal conduciendo a modificaciones morfoldgicas y

genéticas en él, que contrastan marcadamente con las de sus congéneres salvajes, y

con la estructura social del hombre paleolitico.

A partir de la domesticacion, es decir, ya entrado el neolitico, se conforman
distintos grupos humanos en distintos sitios y épocas, probablemente con
organizacion tribal en su estructura social, con algunos animales y plantas

domésticas.

Existen dos tipos de evidencias basadas en los restos fosiles sobre el inicio de la

domesticaciéon del caballo, evidencias directas e indirectas. Las primeras estdn
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relacionadas con restos artisticos, textuales o funerarios (tumbas donde los caballos
han sido enterrados con aperos de monta, carros,...) en los que no hay duda del
empleo del caballo como animal domesticado para la monta o para la tracciéon. Las
evidencias indirectas se obtienen por ciertas caracteristicas en los huesos y artefactos,
e incluyen andlisis osteométricos, distribuciones biogeogréficas, paleopatologia,...;

aunque estas puedan sugerir mas de una explicacion.

El asentamiento de Dereivka en Ucrania datado sobre el 4500-3500 a de C, fue
tomado las pasadas tres décadas como la evidencia més temprana de la
domesticaciéon del caballo (Bokonyi, 1978; Bibikova, 1986; Telegin, 1986 Mallory,
1989; Anthony y Brown, 1991; Gimbutas, 1991;). M4&s recientemente otro
asentamiento correspondiente a la etapa del neolitico en Kazastan se ha asociado con
los origenes del caballo doméstico (Brown y Anthony, 1998). Sin embargo, una
cuidadosa consideracién de ambos asentamientos sugiere que la mayoria de los
caballos eran salvajes (Levine, 1999a; Levine, 1999b), aportando entre otras razones la
alta mortalidad de los caballos durante su etapa mas productiva, que son
caracteristicas tipicas de animales cazados, y la ausencia de ciertas anormalidades en
la vértebra tordcica caudal, que son tipicas de animales adaptados a la monta
(Levine, 1999b; Levine y col., 2000).

La primera evidencia encontrada en una tumba, acompanada por artefactos que
indiscutiblemente estan asociados a la monta o la traccién, se remonta al principio
del segundo milenio a de C (Postgate, 1986, Zarins, 1986; Renfrew, 1987; Piggott,
1992; Kuzmina, 1994; Littauer and Crouwel, 1996;) y no existe ninguna evidencia
artistica o textual asociada a la domesticacién del caballo anterior al fin del segundo
milenio a de C (Renfrew, 1987; Piggott, 1992; Levine, 1999Db).

Ademas de las teorias hasta ahora expuestas han surgido otras nuevas basadas
en el estudio de marcadores moleculares del ADN, especialmente ADN mitocondrial
(Vila y col., 2001; Jansen y col., 2002) que sugieren basicamente que al contrario de lo
ocurrido con bévidos, ovejas y cabras, los cuales se domesticaron en un tiempo y
espacio reducido, la domesticacion del caballo se produjo en mas de un lugar y en

periodos de tiempo diversos.

Estos estudios estan basados en el estudio de una regién de ADN mitocondrial

en mas de 600 caballos pertenecientes a 25 razas diferentes distribuidas
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mundialmente, comparadas con muestras de ADN de caballos que vivieron en
Suecia y Estonia hace aproximadamente 2000 afios y con ADN de caballos de hace

28000 afios que estaban preservadas en el hielo de Alaska.

El estudio del ADN mitocondrial refleja una diversidad muy alta en las razas
actuales, comparada con la encontrada en los restos fosiles, que no puede ser
justificada por una tasa mutacional elevada, sino que seria consecuencia de la
incorporaciéon de numerosos origenes maternos a lo largo de diversos periodos de
tiempo y dispersa por la geografia de Eurasia. Jansen y col. (2002) estiman en un

namero de 77 hembras salvajes o mas, el stock original de caballos domesticados.
IL5. Origen y evolucion histérica de las razas equinas incluidas en el estudio.

La mayor parte de los estudios apuntan un origen celta a las razas del norte
peninsular (Asturcon, Pottoka, Jaca Navarra, Losina y Caballo de Pura Raza Gallega),
segtn el cual los caballos desaparecidos de la cornisa cantabrica durante el mesolitico
fueron reintroducidos en el siglo VIII a de C por los celtas, llegando a este territorio
como animal domesticado, en contraposicién con los salvajes que habitaban con
anterioridad en toda la zona. Este primitivo caballo celta se corresponderia con el
denominado Equus gracilis por Ewart, quién tras una serie de experimentos de
hibridacién con équidos (poni de Exmoor, Gotland, Islandés, y Shetland) lleg6 a unas
conclusiones publicadas en 1904 en la revista Nature. La descripciéon que Ewart hace
del poni celta es la siguiente: " Carencia de espejuelos en los miembros posteriores; cabeza
pequeria, ligeramente achatada; oreja corta, grupa caida, pelo largo, abundante en todo el
cuerpo y particularmente en las quijadas (por el invierno); crines de la frente y del cuello

largas, abundantes y crespas. De pequeria alzada."

Ruy de Andrade sostiene: "Los celtas tendrian un poni, denominado en portugués
"Garrano" del cual derivarian los actuales caballos de la zona cantabrica: gallego,

asturiano, vasco-navarro, ...".

Aparicio, investigador de las actuales razas caballares, en su obra "Zootecnia
especial" (1960) dice textualmente: "De la tercera forma prehistérica caballar, caballo
celoide o concavo del Cuaternario (las otras serian el Tarpdn, Equus gmelini, y el Caballo de
Przewalski, Equus przewalskii), no identificado aiin y confundido desde luego con el Tarpin,
descenderian en primer lugar el Equus gracilis de Ewart, generador de las "jaquitas celtas"

del Norte peninsular".
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Algunos autores como Garcia-Dory (1980) sostienen que el origen de las
actuales razas cantabras no estarfa solo en el primitivo caballo celta sino que son el
resultado del cruce de éste con las razas autdctonas existentes en la zona, aunque

ambas procedian de un mismo caballo ancestral, el caballo de Solutré.

De cualquier modo, las primeras referencias escritas sobre este tipo de caballo
domesticado aparecen entre los siglos Il y Il a de C. Varias fuentes clasicas coinciden
en la descripcion de estos caballos. De ellos dicen que habia dos clases, unos
pequeios y bastos pero muy rudos, que llaman Asturcones, y otros esbeltos y mas
tinos que llaman Thieldones (Celdones), aunque hay otra interpretaciéon, la que
corresponde al libro "A History of British Native Ponis" (Dent y Goodall, 1962) donde
se habla de una tnica raza que recibia distinto nombre segtin la denominasen los

propios astures, Celdones, y si eran los romanos, Asturcones.

Durante estos siglos posteriores a Cristo, el uso que se hizo de estos animales
fue eminentemente guerrero por parte de las poblaciones autéctonas contra la
dominacién romana, aunque también se empleaban como animal de carga y

constituian un simbolo religioso y mitol6gico relevante.

Durante la Edad Media siguieron cumpliendo muchos de estos papeles, se
tienen noticias de su utilizacién en la guerra de la Reconquista, y los campesinos los
utilizaban como moneda de cambio de sus impuestos, ademas de seguir teniendo

utilidad para el transporte, acarreo y trabajos agricolas.

En 1562, el Corregidor de Oviedo y Procuradores del Principado, a
requerimiento de una Orden Real promulgan una medida que pretende el cruce de
estos animales con otras razas con el fin de dotarles de mayor porte, acorde a los
intereses y necesidades del momento. Un ejemplo de este objetivo fue la expedicion
de la Armada Invencible donde se embarcaron ejemplares de ponis cantabros. Los
historiadores ingleses sefialan este hecho, y los zootécnicos piensan que esto pudo

haber tenido influencia en los ponis actuales de las islas Britanicas.

En la colonizacién de América del siglo XVII se introdujeron igualmente

caballos del cantdbrico que posteriormente dieron lugar al poni Galicefio de Méjico.

Durante los siglos XVIII, XIX y buena parte del XX se produjeron mestizajes y

una decadencia evidente de todas las razas.
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En el caso de las dos razas mediterraneas, Mallorquin y Menorquin, parece que
también pudieran estar emparentadas con los primitivos caballos celtas a través del
denominado caballo catalan (Martinez y col., 1996), una raza ya extinguida en la
actualidad y con la que comparte numerosas similitudes morfolégicas, aunque
ambas razas parecen englobarse mas claramente entre aquellas de perfil subconvexo
a la que también pertenecen, la Lusitana, Espafiola, Murgese y Berberisca. La
influencia que a lo largo del tiempo han tenido de otras razas es un hecho,

especialmente con el caballo Arabe durante la ocupacién islamica.

En la actualidad existe cierto apoyo estatal hacia las asociaciones de criadores
para la conservacion de estas razas. El 30 de julio de 1979 se establecia por primera
vez el Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espania, al que siguié un Real Decreto
1682/1997 de 7 de noviembre por el que se actualizaba dicho Catalogo Oficial,
vigente hasta el 22 de marzo de 2000, fecha de entrada en vigor de la Orden de 3 de
marzo de 2000 por la que se dispone la inclusién de dos razas nuevas en el catdlogo
oficial de razas puras actual. Todas las razas incluidas en este estudio pertenecen al
Catalogo Oficial y tienen asignada la categoria de raza Autéctona de Proteccion
Oficial.

Con fecha del 31 de octubre de 2002 se publicé un Real Decreto por el que se
regula en el ambito de las razas equinas, el régimen juridico de los libros
genealdgicos, las asociaciones de criadores y las caracteristicas zootécnicas de las

distintas razas.
ILI.6. Descripcién morfolégica de las razas autdctonas incluidas en el estudio.

11.6.1. RAZA ASTURCON.

EL Asturcéon segun la clasificacion de Baron es un animal elipométrico,
subcéncavo y brevilineo. El perfil de la cabeza varia de recto a subcéncavo, cabeza
armonica aunque algo voluminosa en las hembras. Los ollares son amplio y los labios
gruesos, el tupé es abundante, sobre todo en los machos, y las orejas son méviles,
pequenias y bien implantadas. El cuello es recio, fuerte y bien insertado en el pecho.
La cruz es destacada y el dorso ligeramente ensillado. La grupa es inclinada y la cola

es de nacimiento bajo y muy poblada.
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Los aplomos son regulares. El vientre es algo voluminoso. El pecho es amplio,
fuerte y de gran capacidad. Las extremidades son delgadas pero potentes, los cascos
pequenos y redondos estan bien apoyados. La existencia de cernejas fuera del

invierno es abundante.

La capa aceptada en el Libro Genealégico es negra, en diferentes gamas, en su
totalidad, aunque puede presentar una pequeia estrella; si bien ocasionalmente
nacen animales alazanes que no son aceptados como reproductores. Otra capa
historica es la castafia, aunque los animales castafios tampoco se incluyen en el Libro

Genealogico.

Durante las épocas frias de invierno el pelo crece en cantidad y longitud, se
trata de un pelo més claro y castafio. El potro recién nacido posee una pelusa interior
suave y continua, y el color de su pelaje es gris-chocolate, encontrandose alrededor

de la boca una zona de decoloracién tipica.

Figura 2.2.: Raza Asturcon.
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El 90% de las hembras posee caninos en la mandibula inferior, lo que nos da

idea del arcaismo de la raza.

En la actualidad conviven diferentes formas de explotacion de los Asturcones,
algunos perviven en semilibertad en las montafias asturianas, otros permanecen en
los prados debido a que los duefios no tienen derecho a los pastos comunales o
porque su numero es pequefio, y algunos son utilizados para doma en diferentes
Clubes Hipicos. El area original de distribucién geografica de esta raza incluye
diversas sierras de la provincia de Asturias, si bien parece que la Sierra del Sueve ha
sido el reducto donde los Asturcones se han conservado sin influencias de otras
razas, hasta el momento en que surgieron diferentes iniciativas de recuperacién y
que desembocaron en la creacién en 1987 de la Asociaciéon de Criadores de Ponis de
Raza Asturcon (ACPRA), organismo que se encarga en la actualidad de la gestién del
Libro Geneal6gico y la conservacion y promocion de la raza, y que cuenta con un

censo actual de 800 animales.
I1.6.2. RAZA JACA NAVARRA

Tiene diferentes denominaciones, poni navarro, caballo navarro, caballo vasco-
navarro, o Jaca Navarra. Recibe también otras denominaciones no tan técnicas segin

la localizacién geografica: caballito de Andia, de la Barranca o de las Améscoas.

Es una animal de escasa alzada que oscila entre 1,22 y 1,36 m. pero

proporcionado.

La cabeza es un poco voluminosa, las orejas pequefias y los ojos vivos, con
potentes maseteros y apofisis zigomaticas pronunciadas, dando la sensaciéon de
cabeza cuadrada terminada en punta. Los ollares muy dilatados, el labio o belfo
superior muy dilatado, puede estar dotado de bigote, y el inferior aparece levemente
caido. Los dientes dotados de una fuerte pigmentacion y con prematuro desgaste. El

perfil es recto levemente subcéncavo.

El dorso es més bien recto, con vientre recogido y costillares bien formados. La
grupa es redondeada sin excesivo hundimiento en la parte superior, prolongandose

su musculatura de arriba abajo. La cola bien insertada y abundantemente dotada.
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Extremidades finas, de articulaciones proporcionadas y escasa cernejas, aunque
fuertes y robustas. De aplomos casi perfectos, en ciertas ocasiones pecan por ser algo

cerrados de corvejones. El casco es pequeno, coridceo, muy duro y compacto.

La piel es delgada y fina. La capa tipica es la castafia, preferentemente de tonos
oscuros y carece de manchas de color blanco (estrellas, cordones, calzados, ...) en cara

y extremidades.

Hoy en dia la zona de influencia de esta raza se encuentra reducida a pequefios
enclaves o municipios que se ubican en las faldas de las Sierras de Urbasa y Andjia,
ademas de otros ntcleos alejados de su enclave natural (Huesca, Aranguren, zonas
proximas a Izalzu y Goizueta). También se mantiene un nucleo de conservacién y
referencia en la finca Sabaiza (1982), gestionada por el ITG-Ganadero, cuyos

antecedentes provienen de los afios 30.

En 1999 se constituye la Asociacién de Criadores de Ganado Equino Jaca
Navarra (JACANA), y el 11 de julio de 2001 a través de una Orden Foral, se la
reconoce como gestora del Libro Genealdgico de la raza caballar "Jaca Navarra" y se

aprueba la reglamentacién especifica de dicho Libro Geneal6gico. En la actualidad

existe un censo de maés de 200 animales.

Figura 2.3.: Jaca Navarra. Figura 24.. Zona geografica de
influencia histérica de la Jaca Navarra
(trama rayas oblicuas) y reducto actual

en el que se ubica (sombreado rojo).
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I1.6.3. RAZA CABALLO DE PURA RAZA GALLEGA.

Se distribuye por el noroeste de Espafia, en la Comunidad Auténoma de
Galicia. También recibe las denominaciones de Poni gallego, Caballo gallego, Faca

Galizana, Burras, Faco o Cebro.

Siguiendo la sistematica de Baron recibe la calificacion de elipométrica,

rectilinea y longilinea.

La cabeza es siempre grande, pesada y generalmente alargada. Su longitud
supera siempre un tercio de la alzada, la frente plana no muy ancha y con abundante
tupé. Orbitas mal delimitadas y salientes, ojos pequefios, orejas cortas, moéviles y
velludas. Tiene los labios muy desarrollados, firmes y duros, frecuentemente con un

bigote en el superior y el hocico es pequefio con ollares no muy anchos.

El cuello es corto, recto y piramidal. Plano y descarnado, se inserta de forma
poco armonica en la espalda. Lo puebla una abundante crinera, con pelos largos y

bastos.

De cruz destacada y region dorsolumbar arqueada por el peso del vientre,

posee lomos estrechos y despegados de la grupa.

El térax es muy aplanado, con los costillares poco arqueados, tiene un pecho
estrecho y hundido y espaldas deprimidas. Su vientre es voluminoso, vientre de

vaca, a consecuencia de una alimentacion excesivamente fibrosa.

Tiene la grupa derribada, regularmente oblicua, y nalga de escaso desarrollo

muscular.

Las extremidades anteriores son cortas en comparaciéon con la alzada; de
aplomos regulares, con cierta tendencia general al izquierdo y a los animales un poco
plantados hacia delante. Espalda corta y poco oblicua. En las extremidades
posteriores son estrechos de corvejones y algo zancajosos. Ambas, delanteras y

traseras, poseen cafas delgadas recubiertas de una piel fina y tersa.

La piel es gruesa y adherida al tejido muscular subcutdneo, con un pelaje

abundante que varia con las estaciones. Poseen cernejas pobladas. El bigote
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constituye un carécter racial muy significativo y esta presente en el labio superior de

un buen ntimero de ponis gallegos.

El casco es de volumen pequefio y poseen un estuche cérneo excelente con la
tapa compacta, poco lustrosa sin cefios ni resquebrajamientos. Posee espejuelos en

ambas extremidades.

La capa caracteristica del Caballo de Pura Raza Gallega es la capa castafia que
alterna con otras menos numerosas, alazanas, negras y tordas. Son frecuentes las
manchas blancas en la cabeza, estrellas y luceros, y en la parte inferior de las

extremidades, animales calzados.

Esta raza se usa para produccién de carne y para montar, y posee también un
valor turistico. Una de las fiestas mas tradicionales y populares en Galicia son los
"curros" (area cercada donde los caballos se exhiben durante la feria). Esta feria
consiste en llevar los animales semisalvajes desde las montafias gallegas, una vez al
afio (normalmente en verano), para ser marcados con el hierro, cortar sus crines y

colas y venderlos en el "curro".

Seguin datos recogidos por SERGA (Sociedad Espafiola de Recursos Genéticos
Animales) el censo en 1997 de la raza oscilaba ampliamente entre 10000 y 100000
cabezas. En 1997 se constituy6 la Asociacion de Ganaderos del Pura Raza "Cabalo
Galego", siendo esta asociaciéon en la actualidad la que se encarga de gestionar el

Libro de Registro de la Raza.

Figura 2.5.: Caballo de Pura Raza Gallega.
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I1.6.4. RAZA POTTOKA.

Seguin la Orden dada por el Gobierno Vasco a través de su Departamento de
Industria, Agricultura y Pesca donde se intenta unificar criterios orientados a la

recuperacion y mejora, el prototipo racial de la raza seria el siguiente:

La capa del Pottoka es negra o castafia y presenta borra o lanas en invierno
debido al duro ambiente invernal. En el conjunto de la raza, pocos son los animales
de capa alazana o torda, aunque existe un amplio ntiimero de capa pia, consecuencia
del cruce con razas como el Welsh, si bien estos animales se consideran no aptos para

Su cruce en pureza.

La cabeza posee un perfil subcéncavo aunque presenta dos ligeras
convexidades, una a nivel inferior de la testuz y otra a nivel del dorso de los ollares,
que produce un cierto retraso del labio inferior con respecto al superior, y unos
ollares amplios dirigidos hacia delante. En la mandibula inferior presenta barbas o
barboquejo y bigotes en los belfos. Las 6rbitas oculares son salientes y marcadas con
ojos grandes, vivos, expresivos, y de color oscuro. Las orejas son de talla pequena y
muy moéviles, con pelo mas abundante en invierno, bien implantadas, colocadas en lo
alto, hacia delante y separadas en la base aunque mirandose ligeramente. Entre ellas

aparece el tupé, mas abundante en los machos.

En general, la cabeza es armonica, seca y piramidal. El cuello es corto, recio y
fuerte, con amplia insercioén y bien proporcionado con respecto al tronco y la cabeza.
Presenta crinera simple hasta la cruz, que cae sobre un solo flanco, de crines lisas,

abundantes y largas.

El tronco se establece dentro de un perfil concavo. Posee una cruz pronunciada,
que se hace mas aparente a causa de su regién dorso-lumbar ligeramente ensillada
aunque amplia, mas atn en las hembras. Las espaldas tienden a la rectitud, aunque
nunca han de ser rectas, dando una base de articulacion muy buena a las
extremidades inferiores. El pecho es amplio para una 6ptima insercién del cuello. La
region costal se asienta sobre unas costillas bastante convexas que dan lugar a un
vientre de apariencia voluminosa, especialmente en los animales que pastan en el
monte. La grupa es simple y ligeramente caida, mas larga que ancha que termina en
una region caudal prominente, dando lugar a una cola de nacimiento bajo, con

abundantes pelos lisos.
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Su altura a la cruz varia entre 115 y 147 cm, no obstante para la Secciéon A del

Libro Geneal6gico no deben exceder de 130 cm.

Las extremidades estan bien proporcionadas con el resto del cuerpo, son
delgadas pero potentes, con articulaciones cortas y tendones destacados. Presentan
cernejas con pelos no muy largos y espolones. Los cascos son pequefios, totalmente
negros y muy duros, cubiertos discretamente de pelos cortos hasta su corona .Los
aplomos de las extremidades anteriores son correctos, mientras que en las posteriores

son izquierdas o zancajosos.

El Libro Geneal6gico de la Raza Pottoka se cre6 en 1995 a raiz de su

reconocimiento Oficial en agosto de ese mismo afio.

El 4rea de distribucion geografica de esta raza corresponde al norte de Alava,

casi toda Vizcaya y Guiptizcoa, el sur de Iparralde y el norte de Navarra.

Figura 2.6.: Raza Pottoka.

[1.6.5. RAZA LOSINA.

La raza Losina segtin Mason (1960) recibe su denominacion del &rea original de
cria, el valle de Losa, en el norte de la provincia de Burgos. Esta raza mantuvo sus

efectivos hasta los afios 50, pero posteriormente, y debido principalmente a la
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mecanizacién del campo, al cruce con razas de aptitud carnica y con ganado asnal
para la produccién mulatera, su poblacién descendié hasta llegar en 1986 a los
limites mds criticos de toda su historia. En ese afio se inici6 el proyecto de
recuperacion de la raza credndose posteriormente en Pancorbo (Burgos) el primer
Centro de Cria y Seleccion del caballo Losino. En la actualidad el censo supera los

200 animales inscritos en el Libro de Registro de la Raza.

El patrén racial de la raza Losina segin la Asociacion de Criadores (1988) es el

siguiente:

Se trata de un caballo eumétrico de entre 330 y 350 kg de peso, posee un cabeza
de perfil recto o subconvexo, con un caracteristico abultamiento a nivel de los nasales
que aparece mas acentuado en los machos. El tamafio de la cabeza es relativamente
grande y de rasgos finos. Perfil frontal recto, a veces, con una ligera ondulaciéon a
nivel de los nasales. Orejas pequefias, delgadas y formando un arco de concavidad
interior. Frente plana. Ojos a flor de cara, grandes, vivos y expresivos. Ollares

amplios. Labios levemente gruesos.

El cuello es recto o suavemente ondulado en su borde superior. Cuello robusto,
de amplia insercién en el pecho, con tendencia abultarse en su parte inferior, que se

hace convexa.

Se considera una alzada media en hembras de 135 cm y en machos de 140 cm.

Figura 2.7.: Raza Losina.
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El pecho es amplio, cruz buena, dorso algo ensillado, con lomos anchos.

Las extremidades anteriores son finas, con buenas articulaciones, vasos y
tendones muy ostensibles exteriormente. Espalda amplia, buen brazo, cafia fina,
cuartillas cortas y cascos pequefos, duros y negros. La grupa es amplia, redonda y
derribada. La cola es de insercion baja y hundida entre los isquiones, larga, muy

poblada y negra.

En cuanto a las extremidades posteriores, el muslo y la pierna estdn bien
proporcionados, corvejones limpios, a veces algo cerrados. Las regiones situadas por

debajo de los corvejones son analogas a las de las extremidades anteriores.

El pelo de las crines y de la cola es largo y abundante, especialmente en

invierno como defensa del frio.

La Asociacion de Criadores reconoce solo la capa negra en su variante morcillo,
pudiendo presentar tonalidades rojizas en invierno y siendo en verano mads oscura y

brillante. Es frecuente la aparicion de lucero en la frente.
I11.6.6. RAZA MALLORQUINA.

El area de distribucién de esta raza se circunscribe a la isla de Mallorca. En 1980
el patronato de razas Autdctonas de Mallorca (P.R.A.M.) en su deseo de iniciar la
recuperaciéon de la raza comienza la investigacion para inventariar el nimero de
caballos y yeguas que se identifican con los caracteres propios de la raza, censdndose
en aquel momento de 12 a 20 yeguas y de 5 a 7 sementales, comparados con los miles
de animales que existian a principios de siglo. A fecha de 1997 el censo era de 75

animales.

En cuanto a los caracteres generales del animal de esta raza, se trata de un

caballo eumétrico, sublongilineo y de perfil ligeramente convexo. De silueta esbelta.

Posee una cabeza alargada y descarnada, perfil ligeramente convexo, orejas
cortas, derechas y pobladas. Acusadas 6rbitas oculares, mirada viva, morro amplio y
fuerte. Ollares poco destacados. Cuello corto y profundo, no muy grueso, bien
aferrado al costillar y con abundante cabellera de pelo grueso y fuerte. Cruz
destacada y no muy musculosa. Costillar arqueado, amplio y musculoso, dorso recto

con tendencia a ensillarse con la edad. Vientre no excesivamente voluminoso.
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Espalda alargada. Grupa larga e inclinada, seca de carnes. Cola de insercién baja, casi
siempre en reposo, con el pelo duro y grueso. Extremidades anteriores bien
aplomadas, poco musculadas. Extremidades posteriores, ijar y ancas, planas,
descarnadas. Cascos amplios y fuertes. Capa negra en la que se admiten todas las

variantes. También se aceptan manchas blancas en la cara.

Figura 2.8.: Raza Mallorquina.

I1.6.7. RAZA MENORQUINA.

Esta raza se enclava geogréaficamente en la isla de Menorca. Su recuperacion
comenzé en 1988 cuando el Consejero de Agricultura y Pesca de la Comunidad
Auténoma de las Islas Baleares y el Presidente del Consejo Insular de Menorca,
dirigen escritos al presidente del Registro Matricula de Caballos y Yeguas de Pura
Raza, solicitando que esta raza sea reconocida y aceptado el registro fundacional que
el Consejo tiene abierto para la misma. Los resultados de la inscripcion en el Registro
fundacional fueron muy superiores a los previstos inicialmente, especialmente
respecto a la cantidad de solicitudes recibidas en muy poco tiempo, dando como
resultado la existencia de mas de 300 ejemplares que respondian a los caracteres
definidos por el profesor Sdnchez Belda, a quien se encomendé un estudio previo

sobre la existencia de esta raza en Menorca.

El patrén racial de la raza Menorquina comprende los siguientes caracteres

morfolégicos generales. Se trata de animales subconvexos o rectilineos, eumétricos y
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longilineos, de silueta esbelta. La capa es negra, admitiéndose todas sus variantes. Se
aceptan manchas blancas en la cara y extremidades, siempre que sean de extension

reducida.

Poseen una cabeza alargada, de tamafio mediano, descarnada y armonica. De
perfil fronto-nasal recto aunque muestra una ligera subconvexidad. Orejas de tamafio
mediano a pequefio, de correcta implantaciéon, con las puntas ligeramente
divergentes y moviles. Ojos con las érbitas prominentes y de mirada viva. Ollares
poco destacados lo que contribuye a dar a la cabeza una forma alargada. Cuello
robusto de longitud mediana, ligeramente arqueado, musculado y potente, con
buena inserciéon en la cabeza y el tronco. Crines fuertes y abundantes. Tronco
alargado con cierta tendencia a la reduccion del didmetro transversal. Cruz estrecha

pero poco destacada. Espalda recta con discreta musculatura.

Figura 2.9.: Raza Menorquina.

Grupa ligeramente caida. Nacimiento de la cola bajo sin que se eleve por
encima de la horizontal de la grupa. Pecho medio, costillar un poco aplanado.
Vientre recogido. Extremidades largas y bien aplomadas. Brazos y antebrazos
robustos. Muslo poco musculado como ocurre con las ancas, pierna relativamente

corta. Cafas finas con tendones marcados y fuertes.
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I1.7. Otras razas europeas de caballos de pequeiia alzada de origen celta.

El llamado arco atlantico europeo posee un conjunto de razas equinas de gran
riqueza, con un enorme parecido entre ellas, como consecuencia del ya mencionado

posible origen comun. Las més importantes son:

I1.7.1. RAZA EXMOOR

Originarios de los paramos de Exmoor, al Sudoeste de Gran Bretafia, pueden
localizarse atin hoy pequefias manadas de estos ponis en libertad. Es considerado
como el descendiente directo en el Reino Unido de los antiguos ponis célticos, y

acumula toda una serie de arcaismos que muestran su antigtiedad como raza.

Es una animal de alzada no superior a los 128 cm, capa castafia o baya, con
ciertas particularidades; decoloraciéon en los flancos, pliegues de las extremidades y

alrededor del hocico. Perfil concavo, al igual que el resto de ponis de origen céltico.

Figura 2.10.: Raza Exmoor.

11.7.2. RAZA DARTMOOR

Es una raza originaria de los paramos de Dartmoor (Devonshire), al sur de

Exmoor.

Se trata de un poni cuya alzada no debe superar los 128 cm, admitiéndose las
capas negras, bayas, castafias y alazanas, aunque presenten algunas manchas blancas

que siempre deben ser pequenas. Perfil de la cabeza céncavo o subcéncavo.
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El Dartmoor ha recibido ciertas influencias de sangres fordneas, especialmente

del Shetland, a finales del siglo pasado.

Figura 2.11.: Raza Dartmoor.
I1.7.3. PONI WELSH
Es el poni de las montafias de Gales.

Puede presentar cualquier capa, salvo las pias y la overas aunque los negros (o
de capa muy oscura) son considerados los mas representativos, si bien en la

actualidad han experimentado un gran auge las capas tordas.

Su alzada no puede superar los 122 cm. Se trata de una animal con cabeza

pequefia pero ancha, mostrando un perfil subcéncavo.

Figura 2.12.: Raza Welsh.
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I1.7.4. RAZA HIGHLAND

Poni de origén escocés. Su alzada no excede los 140 cm, y muestra capa baya o
torda, pudiendo mostrar raya de mulo e incluso cebraduras en las extremidades,
expresion bien clara de su arcaismo como raza. El poni occidental es un animal que

muestra una cabeza proporcionada, con perfil subcéncavo.

=

Figura 2.13.: Raza Highland.

I1.7.5. RAZA CONNEMARA

Es el representante irlandés de los ponis celtas. Se trata de una raza que ha
sufrido numerosos cruces a lo largo de su historia con razas de muy diversa
procedencia, desde Pura Sangre Inglés, hasta Arabe. Como resultado se ha obtenido
un poni de alzada hasta 142 cm, y aspecto mas redondeado, lo que le confiere una
morfologia de caballo de tiro ligero, pero que mantiene el perfil subcéncavo,

elipometria y espaldas inclinadas.

Figura 2.14.: Raza Connemara.
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I1.7.6. RAZA SHETLAND.

Originario de las islas Shetland, situadas al norte de Escocia, hoy en dia es el
poni mas extendido por el mundo. La alzada a la cruz no puede exceder los 107 cm.
Las capas mds corrientes son negro, castafio, y bayo, siendo abundantes los pios y
alazanes. La cabeza es pequefia y de perfil subcéncavo. Las crines son abundantes y

la cola fina y larga.

Figura 2.15.: Raza Shetland.
11.7.7. RAZA GOTLAND.

Es oriundo de la isla Gotland, en Suecia. Es un poni de capa negra, baya o
alazana, con decoloracién en el hocico y una alzada que no debe superar los 123 cm.
Presenta un perfil subcéncavo-recto. Ha recibido cruzamientos con ponis Welsh y en

la actualidad su cria estéd siendo muy potenciada.

-4 -



Introduccion

I1.7.8. RAZA ISLANDES.

Raza llegada a Islandia posiblemente alrededor de los afios 800-900 de nuestra
era procedente de los paises nérdicos, ha evolucionado desde entonces en esta isla
recibiendo aportes de otras razas, entre ellas, Highland. Presenta las caracteristicas
tipicas de los ponis célticos, perfil subcéncavo, animal elipométrico y espalda

inclinada.

Figura 2.17.: Raza Islandes.
I1.7.9. RAZA LANDAIS.

Se localiza en la costa suroccidental francesa, en una zona conocida como "Las
Landas". Su morfologia es totalmente coincidente con lo ya descrito, perfil
subcéncavo, con frente amplia y ollares destacados, ademés de mandibula potente.
Su alzada no debe superar los 145 cm. La capa presenta gran variedad de

coloraciones, siendo comunes los bayos y mds raros los alazanes y negros.

il = e

Figura 2.18.: Raza Landais.
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Figura 2.19.: Mapa con la distribucién geografica de las razas europeas de caballos de pequena alzada

de origen celta.
IL.8. Diversidad genética.

Uno de los objetivos principales de la genética de poblaciones es cuantificar la
variabilidad genética existente, y explicar esta diversidad en términos de origen,
mantenimiento e importancia evolutiva. La probabilidad de supervivencia de las

poblaciones a largo plazo esta relacionada con la variabilidad genética que poseen,
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siendo un elemento fundamental en las estrategias de conservacién el mantenimiento

de la misma.

Cuando se estudia més de una poblacion de animales, la diversidad genética se
puede clasificar en dos componentes: variabilidad genética entre poblaciones, y
variabilidad genética entre los individuos de una poblaciéon. Estos dos componentes
de la diversidad pueden ser estimados mediante el cdlculo de numerosos estadisticos
que tienen en algunos casos como fuente fundamental de informacién, la
distribucién de las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos empleados. La
idea de frecuencia alélica soporta en si misma la nocién de polimorfismo y un gen se
considera arbitrariamente como polimérfico desde el momento en que el alelo mas

comun tiene una frecuencia inferior a 0,95.

Para conocer las frecuencias alélicas de un gen es necesario evidenciar de algtin
modo sus alelos y en este sentido se han desarrollado en los tltimos afios numerosas
técnicas en el campo de la biologia molecular encaminadas a encontrar marcadores
genéticos que aporten la mayor cantidad de informacién posible respecto a la

estructura genética de las poblaciones y su historia evolutiva.

I1.8.1. Marcadores genéticos

Un marcador molecular se corresponde con una regiéon del ADN que debido a
su polimorfismo y los mecanismos de la herencia permite seguir el rastro de un gen a
través de las generaciones. Los marcadores pueden ser de naturaleza muy diversa y
presentar numerosas diferencias entre ellos, tanto en el método de deteccién como en
las tasas de mutacién, mecanismos de expresion, polimorfismo, etc. Estas diferentes
caracteristicas son las que les hacen ser mds o menos ttiles segtin el objetivo del

trabajo a desarrollar.

Antes de comenzar a describir los marcadores genéticos mas utilizados en el
campo de la genética de poblaciones, es necesario destacar que en el desarrollo de
muchos de ellos ha cumplido un papel esencial el descubrimiento de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Saiki y col., 1985; Mullis y col., 1986), consistente
basicamente en la amplificaciéon enzimatica de un fragmento de ADN, flanqueado
por dos oligonucleétidos cebadores que hibridan en las dos cadenas alternativas de
las secuencia doble de ADN. Mediante ciclos repetidos que incluyen tres pasos

claves: desnaturalizacion (para separar la doble hebra y que los cebadores tengan
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acceso a las zonas complementarias), hibridaciéon (los cebadores se unen a sus zonas
complementarias) y extensién (la polimerasa se ancla a los cebadores y comienza a
crear una copia complementaria de cada una de las hebras), es posible obtener
millones de copias de una secuencia de ADN en tan s6lo unas horas y de forma

automatizada.

11.8.1.a. RFLPs (Restriction Fragment Leng¢ht Polymorphisms o Fragmentos de Restriccion de
Longitud Variable) (Quinn y White, 1987).

Este tipo de marcador se basa en la posibilidad de que las variaciones
nucleotidicas existentes a nivel de la secuencia de ADN coincidan con las secuencias
diana que reconocen las enzimas de restriccién, las cuales tienen la capacidad de
cortar el ADN a ese nivel. Los fragmentos obtenidos tras el corte se separan mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida o agarosa.

Estos marcadores pueden combinarse con otras técnicas como la hibridaciéon
(Southern, 1975), de modo que los fragmentos se transfieren a una membrana y sobre
ella se deposita una sonda especifica. Los lugares en los que la sonda se ha unido a
los fragmentos se visualizan posteriormente por medio de diferentes marcajes
(isotépico o enzimaético) con lo que se obtiene un patrén de bandas caracteristico de

cada individuo.

Otra posibilidad consiste en combinarla con la técnica de PCR, situando una
pareja de cebadores flanqueando la zona que contiene la mutacién que es diana para
las enzimas de restriccion, y se amplifica el nimero suficiente de veces que permita

su visualizacion tras la electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida.

Este marcador presenta ciertos inconvenientes. Se trata de una técnica costosa
que al incluir la hibridaciéon resulta imposible de automatizar y tiene unos
requerimientos de cantidad de ADN muy elevados. Ademads se trata de marcadores
dominantes, y por tanto no es posible distinguir animales homocigotos de

heterocigotos.

Su aplicacién practica més importante hoy en dia consiste en utilizarla como
herramienta de diagndstico de mutaciones que provocan cambios fenotipicos, que
pueden tener implicaciones sanitarias y/o econdémicas importantes (Meyer y col.,
1995; Emile y col., 2002; Geysen y col., 2003)
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11.8.1.b. RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA o Polimorfismos de ADN
amplificados de forma aleatoria) (Welsh y McClelland, 1990) (Williams vy col., 1990).

Estos marcadores se basan en la técnica de la PCR, con la caracteristica especial
de que solo se utiliza un cebador de un tamafo reducido de 10 nucleétidos (Parker y
col., 1991), el cual se va a unir a las zonas del ADN en las que encuentre
complementariedad, sin que exista un conocimiento previo de cuales son estas zonas.
Para favorecer la unién del cebador con el ADN se utilizan condiciones de
hibridacién muy laxas, pequefio tamafio del cebador y bajas temperaturas de
hibridacién. El producto amplificado se visualiza en geles de agarosa o
poliacrilamida y lo que se observa es un patrén de bandas caracteristico en el que

tanto la presencia como la ausencia de una banda son informativas.

La principal ventaja de este marcador es que no es necesario un conocimiento
previo del genoma a amplificar, situacién en la que se encuentran numerosas
especies silvestres, y con ellos se pueden detectar mutaciones que afecten a una sola
base y que impiden la correcta unién del cebador al ADN y por tanto ocasionan que

un determinado fragmento no se amplifique.

Estos marcadores se utilizan en numerosas ocasiones sobre mezclas de ADN de
diferentes individuos pertenecientes a diversas poblaciones o razas, con lo que se
pretende encontrar diferencias entre poblaciones o razas y no a nivel individual
(Smith y col., 1996; Wei y col., 1997; Lougheed y col., 2000; Sharma y col., 2001). Una
vez que se han detectado bandas especificas de poblacion o raza, éstas pueden ser

clonadas y secuenciadas o utilizarse posteriormente como sonda especifica.

Sin embargo, también poseen numerosos inconvenientes: escasa repetibilidad
en los resultados cuando las condiciones de amplificacion no se mantienen
estrictamente, lo que les hace dificil de transferir de un laboratorio a otro; y son
marcadores dominantes, con lo que no se pueden distinguir animales homocigotos

de heterocigotos.

11.8.1.c. AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) (Vos y col., 1995).

Esta técnica estd basada en la deteccion de fragmentos de restriccion
amplificados por PCR que permite trabajar con cualquier tipo de ADN porque no

requiere un conocimiento previo de la secuencia. El ADN se corta con enzimas de
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restriccion y se ligan unos adaptadores de doble hebra a los extremos de cada
fragmento para generar los moldes de ADN que serdn objeto de amplificacién. La
secuencia de los adaptadores y del lugar de restriccién, sirven como lugar de anclaje
del cebador que tendrd una secuencia complementaria a los mismos. Se incluyen
nucleétidos selectivos al extremo 3' de los cebadores, de modo que solo se
amplificaran los fragmentos que tengan junto al sitio de restriccién, los nucleétidos
complementarios a los del cebador. Para generar los fragmentos de restriccién se
usan dos enzimas distintas, una de corte frecuente y otra de corte poco frecuente. El
genoma de cada individuo va a dar lugar a fragmentos amplificados de distinto
tamafio dependiendo de la presencia o no de la diana de restriccién. La observacion
de los distintos fragmentos se realiza en geles de poliacrilamida y posterior tincion
con plata, o mediante radiactividad, y también mediante fluorimetria en

secuenciadores automaticos.

11.8.1.d. VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats).

A lo largo del genoma existe un tipo ADN no codificante cuya estructura
responde a secuencias de nucleétidos repetidos en tandem con una complejidad que
puede variar entre 1pb y mas de 2000 pb, hasta alcanzar una tamafio final entre 100
pb y 100x10¢ pb (Tautz, 1989). En funcién de la longitud de la repeticion y el tamafio
de la estructura, estas secuencias repetidas en tindem se han dividido en dos clases:

mini- y microsatélites.
11.8.1.d.1. MINISATELITES.

En el caso de los minisatélites (Jeffreys y col., 1985) el tamafio de la unidad
repetida, conocida como secuencia "core" o central, tiene una longitud entre 10 y 100
pb. Los minisatélites se encuentran localizados en las porciones eucromaticas de los
cromosomas y predominantemente en las regiones subteloméricas (Royle y col,,
1988). El significado de los minisatélites no se conoce claramente pero se ha

detectado que acttian como puntos calientes para la recombinacién homoéloga.

Georges y col. (1988) fueron los primeros que utilizaron los minisatélites en el
caballo, ademas de en un amplio espectro de animales domésticos, usando cuatro
sondas de diferentes minisatélites sobre una familia de caballos belgas. Los

resultados demostraron que estas sondas eran altamente efectivas para distinguir
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individuos, con una probabilidad de 3,2.1012 de encontrar dos individuos con el

mismo patron.
11.8.1.d.2. MICROSATELITES.

El motivo repetido de los microsatélites varia entre 1 y 6 bases, y el nimero de

repeticiones alcanza un maximo de 60.

Existen dos teorias que explican el origen de la variabilidad en el nimero de
repeticiones, la primera lo justifica por un sobrecruzamiento desigual durante la
meiosis que da lugar a cambios mds bruscos en el nimero de repeticiones (Figura
2.20. a) y la segunda mediante un mecanismo conocido como deslizamiento de la
polimerasa durante la replicacién (Figura 2.20. b) (Levinson y Gutman, 1987), siendo

ésta la teoria méas aceptada.

a b ATCGTCTATATATAGCATG
FEREEErr et
TAGCAGATATATATCGTAC
—
c
d
B B ATC TATATATAGCATG ATCGTCTATATAGCATG
111 Frrrrrerrrnnd (RN RARERERR RN
TAGCAGATATATATCGTAC TA('BA TATATATCGTAC
C A
G
Generacién de una repeticion mas Desaparicion de una repeticion

Figura 2.20.: a) Representacion esquematica de un sobrecruzamiento desigual de los cromosomas A y
B, b) Fenémeno de deslizamiento de la polimerasa: generacion y desaparicion de una repeticién por
formacién de un bucle en la hebra sintetizada de nuevo (cursiva) o en la hebra molde,

respectivamente.

El fenémeno de deslizamiento de la polimerasa consiste en que durante el
proceso de generacion de la hebra complementaria, se pueden formar bucles que si
se originan en la hebra que acttia de muestra, darian lugar a una repeticién menos en
las copias, mientras que si se forman en la hebra que se estd generando darian lugar a
copias con una repeticién mas (Schlotterer y Tautz, 1992). Experimentos in vitro han
demostrado que el deslizamiento de la polimerasa ocurre con una frecuencia muy
elevada (Hentschel, 1982; Streisinger y Owen, 1985; Schlotterer y Tautz, 1992). La
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discrepancia entre el grado mutacional observado in vitro y el observado in vivo, se
explica por la presencia de un sistema reparador de errores, que reduce el grado
mutacional entre 100 y 1000 veces (Strand y col., 1993). Varios trabajos relacionan la
inestabilidad de los microsatélites a un sistema reparador defectuoso en algunos

canceres humanos (Aquilina yBignami, 2001; Atkin, 2001, Hussein y Wood, 2002).

Los primeros microsatélites de caballo fueron caracterizados por Ellegren y col.
(1992) y Marklund y col. (1994), quienes aislaron repeticiones CA/GT y demostraron
que eran altamente polimoérficos en caballos, utilizandose para andlisis de parentesco
y estudios de ligamiento. Una probabilidad combinada de exclusién de paternidad

basada en ocho de estos microsatélites dio un valor de 0,96-0,99.
11.8.1.d.2.1. Localizacion de los microsatélites a lo largo del genoma.

Los microsatélites se localizan preferentemente en regiones no codificantes del
genoma, y de forma relativamente rara en regiones codificantes de proteinas. Por
ejemplo, en el caso de los 101 microsatélites mono-, di- y tetranucleétidos descritos
por Wang y col., 1994, todos ellos fueron localizados en regiones no codificantes de
54 especies diferentes de plantas. Todos los tipos de microsatélites, desde los mono- a
los hexanucleé6tidos, fueron encontrados en exceso en regiones no codificantes de seis
clados de eucariotas diferentes: Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans,
Schizosaccharomyces pombe, Mus, Drosophila, plantas y primates, comparado a una
aparicion aleatoria (Metzgar y col., 2000). Sin embargo esta situacion es diferente en
el caso de las repeticiones en tripletes asociadas a enfermedades, que son mas
frecuentes en regiones codificantes del genoma humano (Nadir y col., 1996).Estos
tripletes cuando son muy largos no son conservados durante periodos muy largos de
tiempo, aun cuando se encuentran situados en zonas codificantes, debido a

desestabilizaciones durante la meiosis (Jankowski y col., 2000).

La mayoria de los microsatélites encontrados en numerosas especies son
dinucleétidos (Wang y col., 1994; Schug y col., 1998), excepto en primates donde son
mononucleétidos (principalmente poliA/T) (Téth y col., 2000; Wren y col., 2000).

La presencia de secuencias de tipo microsatélite se ha observado en el 14% de
las proteinas, con una abundancia tres veces mayor en eucariotas que procariotas
(Marcotte y col, 1999). Estos microsatélites estan situados en proteinas no

homologas, lo que podria indicar que los microsatélites surgieron después de que
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estos dos reinos se separasen. El hecho de que los eucariotas tengan mas
microsatélites podria indicar una ventaja evolutiva que supone mayor adaptacién a

los nuevos ambientes (Marcotte y col., 1999).

La evidencia empirica parece indicar que los microsatélites son mas abundantes
y mas largos en vertebrados que en invertebrados, y dentro de los vertebrados mas

largos en las especies de sangre fria (Chambers y MacAvoy 2000).

Respecto al tipo de repeticiéon también existen diferencias entre unas especies y
otras. En el caso de mamiferos y Drosophila la repeticion GT es la més abundante, en
Arabidopsis thaliana y en levaduras la AT, y en Caenorhabditis elegans la GA, que es la
menos frecuente en las especies anteriores. Una explicacién a este hecho reside en
que el sistema reparador de errores presenta una eficiencia diferente dependiendo
del tipo de error y de la especie (Modrich y Lahue, 1996; Marra y Schér, 1999).

La distribucién de los microsatélites varia no sélo entre especies, sino también
dentro de cromosomas del mismo organismo. Las regiones centroméricas suelen
presentar una frecuencia menor de microsatélites (Pardue y col., 1987; Lowenhaupt y
col,, 1989), y a una escala mas fina se observa que los microsatélites tienden a formar
clusters, lo que ocasiona una distribucién no aleatoria en secuencias tan cortas como
15 kb (Bachtrog y col., 1999).

11.8.1.d.2.2. Importancia funcional de los microsatélites.

Aunque la mayor parte de los microsatélites son marcadores de ADN
evolutivamente neutros, una parte presentan un significado funcional que se ha

probado en varios fenémenos biolégicos, como son:
a) La organizacion de la cromatina:

al) Microsatélites que afectan a la organizacién cromosémica: el hecho de que
ciertos microsatélites se encuentren conservados ocupando la misma posicion
cromosdmica, independientemente del motivo repetido, entre especies cercanas
(Cuadrado y Schawarzacher, 1998), podria sugerir una posible funciéon de

estabilizacion cromosdmica.

a2) Microsatélites que afectan a la estructura del ADN: las secuencias repetidas

de los microsatélites pueden dar lugar a una alta variedad de estructuras secundarias
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que ofrecen un mecanismo de desenrollamiento que puede ser ventajoso durante la
transcripcion, proporcionando motivos de reconocimiento proteico tinicos (Cataste y
col., 1999)

a3) Microsatélites localizados en el centrémero y telémero: en muchas especies
la region centromérica de los cromosomas estd compuesta de numerosos
microsatélites, que afectan a su organizacién. La ubicuidad de estos microsatélites
entre diversas especies sugiere un fuerte ligamiento evolutivo entre esta estructura

centromérica y su funcién (Eichler, 1999)
b) La regulacion de los procesos metabdlicos

bl) Microsatélites que afectan a la recombinacién: Se han propuesto numerosos
microsatélites y minisatélites como puntos calientes de recombinacién (Jeffreys y col.,
1998; Templeton y col., 2000). Las repeticiones GT, CA, CT, GA, GC o AT, se unen a
proteinas que podrian participar en el proceso de recombinaciéon por inducir la
conformacién Z u otra estructura secundaria alternativa (Korol y col., 1994; Karlin y
col.,, 1998; Biet y col., 1999).

b2) Microsatélites que afectan a la replicaciéon del ADN vy ciclo celular: los
microsatélites pueden afectar a enzimas que controlan el ciclo celular. El gen CHK1
posee en su regién codificante una repeticion (A)y (Codegoni y col., 1999) que es un
sitio puntual de mutaciones en tumores debidos a la inestabilidad de los
microsatélites. La insercién o la deleccién de una Adenina da lugar a una proteina
truncada. Algunos genes que controlan el ciclo celular, tales como hMSH3, hMSHe,
BAX, IGFiir, TGFbetalIR, E2F4 y BRCA2, pueden ser portadores de microsatélites.
También se ha encontrado repeticiones largas (CAG), en células espermaéticas de
machos con ataxia espinocerebelosa tipo 7, en las que una proporcién importante de
dichos alelos podrian estar asociados con letalidad embrionaria o esperma afuncional
(Monckton y col., 1999)

b3) Los microsatélites en el gen DNA-MMR eucariota como moduladores del
grado de mutacién evolutiva: Las proteinas DNA-MMR corrigen los errores de
replicacién e inhiben activamente la recombinacién entre secuencias que han
divergido (Chen y Links-Robertson, 1998; Kolodner y Marsischky, 1999), controlando

de este modo los niveles de mutacién y la adaptaciéon evolutiva.
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c) Laregulacién de la actividad genética

cl) Los microsatélites y la transcripcion: Existen numerosas evidencias que
muestran que microsatélites localizados en las regiones promotoras pueden afectar la
actividad genética. Por ejemplo, la actividad transcripcional del promotor decrecié
drasticamente debido a la deleccién de un tramo (TCCC) en el promotor del gen c-KI-
ras (Hoffman y col., 1990).

Los microsatélites situados en los intrones también pueden afectar a la
transcripcion. Por ejemplo, un microsatélite tetra- (HUMTHO1) situado en el primer
intron del gen tirosina-hidroxilasa acttia como elemento regulador de la transcripcion
(Meloni y col., 1998).

Es sabido que los microsatélites tri- se sitGan preferentemente en genes
reguladores relacionados con la transcripciéon y la sefial de traduccién, y menos
frecuentemente en genes que codifican para proteinas estructurales (Young y col.,
2000).

c2) Efecto del nimero de repeticiones de los microsatélites sobre la expresion
génica: algunos genes pueden expresarse sélo bajo un numero especifico de
repeticiones de los microsatélites. Por ejemplo, en la zona promotora del gen lac Z de
Escherichia coli, s6lo la repeticion (GAA)12 permite su expresién, mientras que

(GAA)1416 0 (GAA)5.11 no permiten que este gen se exprese (Liu y col., 2000).

c3) Adhesion de proteinas: algunos microsatélites sirven como sitios de
adhesion de proteinas reguladoras (Lue y col., 1989; Csink y Henikoff, 1998). Por
ejemplo, el gen datin se une a tramos de poli(T) de 19, 15 y 11 pb de longitud, con
similar afinidad, pero no se pega cuando la longitud es de 3, 5, 7 u 8 pb (Winter y
Varshavsky, 1989)

c4) Asociacion de los microsatélites con cdnceres humanos y desérdenes
genéticos: aproximadamente el 15% de los canceres colo-rectales, asi como otros tipos
de canceres, muestran inestabilidad de los microsatélites (Atquin, 2001). La
progresiva acumulaciéon de inestabilidad en los microsatélites puede también

contribuir al desarrollo de canceres gastricos (Leung y col., 2000)
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11.8.1.d.2.3. Razones que justifican el uso de los microsatélites como marcador ideal para el

analisis genético de poblaciones.

Los microsatélites presentan una serie de caracteristicas que les confieren un

grado de preferencia frente a otros marcadores:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Se trata de unas secuencias que se encuentran en un namero alto a lo largo del
genoma y repartidas de forma mas o menos homogénea, una cada 10 6 20 kb
(Edwards y col., 1991, Edwardsy col., 1992; Bowcock y col, 1994; Forbes y col.,
1995)

La mayoria tienen un efecto neutro frente a la seleccién.

Son féacilmente amplificables a través de la PCR, incluso cuando se parte de

muestras biologicas escasas o muy degradadas.

El resultado de la amplificacién es visible mediante geles de poliacrilamida o
mediante secuenciadores automaéticos, y la caracterizaciéon en pares de bases de
los alelos es sencilla, de modo que los resultados entre laboratorios son

facilmente intercambiables.

Poseen un elevado polimorfismo como consecuencia de una mayor tasa de
mutacién (10-3 a 10-5) (Edwards y col., 1992; Bowcock y col., 1994; Forbes y col.,
1995). Esta caracteristica les hace especialmente deseables en el caso de
poblaciones donde el nivel de endogamia es alto, o para diferenciar poblaciones

estrechamente relacionadas.

Se encuentran bastante conservados desde el punto de vista evolutivo de modo
que unos microsatélites descubiertos en una especie pueden ser amplificados
con éxito en otra especie del mismo género, aunque el nivel de polimorfismo

encontrado no sea el mismo.
Son marcadores codominantes.

La metodologia laboratorial necesaria para su estudio es sencilla, rdpida y de

bajo coste econémico.

Todas estas ventajas han determinado que actualmente sea el tipo de marcador

ideal para numerosos estudios genéticos, mapeo genético (Weissenbach y col., 1992),
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analisis de ligamiento (Bailey y col., 1997), analisis de filiacién (Edwards y col., 1992),

analisis genético de poblaciones (Bruford y Wayne, 1993), etc.
11.8.1.d.2.4. Aplicaciones de los microsatélites.

a) Mapas genéticos. Los mapas genéticos son una herramienta muy importante

para poder determinar la localizacion de genes que sean de interés.

Desde el punto de vista de la produccién animal, los genes més interesantes son
los responsables de caracteres de interés productivo (QTLs), y desde el punto de

vista de la sanidad animal, los responsables de ciertas patologias

Una forma de abordar el estudio de este tipo de genes consiste en encontrar
alelos que se cohereden con el gen o genes responsables del fenotipo de interés. De
acuerdo con los principios mendelianos, cuando un alelo marcador y el alelo del gen
de interés estin muy separados dentro del mismo cromosoma o estin en
cromosomas diferentes, éstos segregaran de forma independiente, y el alelo
marcador podré aparecer con igual frecuencia en individuos con fenotipos opuestos.
Sin embargo, si el alelo marcador se encuentra préximo al alelo del gen responsable,
dentro del mismo cromosoma, el marcador y el gen segregardn conjuntamente,

proporcionando una evidencia del ligamiento existente.

Los mapas de ligamiento meidtico o mapas genéticos estdn constituidos por
loci, para los que la distancia genética entre marcadores adyacentes esta determinada
en centiMorgans (cM). El método de elaboraciéon de estos mapas consiste en trazar la
herencia de los alelos y la posicién de los eventos de recombinaciéon a través de
pedigris compuestos por varias generaciones. Como los cromosomas sufren
numerosas recombinaciones durante la meiosis, los marcadores o genes localizados
lejos en el mismo cromosoma, se disociardn durante la espermatogénesis u
oogénesis, y de este modo se dice que no estan ligados. Los marcadores o genes que
se localizan préximos fisicamente sobre el mismo cromosoma, tienen una posibilidad
mas baja de separarse durante la meiosis, y se dice que estidn ligados. Para una region
concreta del genoma, la probabilidad de que ocurra recombinacién entre dos loci
cualquiera, es directamente proporcional a la distancia entre ellos, y se expresa como

la fraccién de recombinacién (0). Un 1% de recombinacién es aproximadamente igual
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alcM, lo que groseramente corresponde a un millén de pares de bases en la especie

humana y un poco mas de dos millones en raton.

La construcciéon de los mapas genéticos tiene lugar en varios pasos. En primer
lugar se aislan numerosos marcadores, a continuacién, estos marcadores se localizan
dentro de grupos de ligamiento (los marcadores que se localizan en el mismo grupo
de ligamiento pertenecen al mismo cromosoma), y finalmente se determina el orden
de estos marcadores dentro de cada cromosoma. La distancia genética entre dos
marcadores es el ntiimero esperado de sobrecruzamientos que ocurren entre ambos
en un solo cromosoma durante la meiosis. El proceso por el que se cuenta el ntimero
de descendientes recombinantes y no recombinantes en un cruce, seguido de la
estimacion de la distancia en el mapa y la verosimilitud del ligamiento frente al no
ligamiento para un par de marcadores, se denomina “andlisis de ligamiento
genético”. El paquete de alelos, representado por varios marcadores continuos, que
son recibidos por un individuo desde un padre concreto, se conoce como haplotipo.
Cuanto més largo es el pedigri, més ttil resulta para la construcciéon del mapa

genético, siendo necesarias como minima tres generaciones.

Los mapas genéticos estan compuestos de marcadores ordenados linealmente,
con una posicién asignada a lo largo de los cromosomas por medio de mapeo
genético o fisico. Los marcadores que componen los mapas genéticos son de dos
tipos (O’Brien, 1991), marcadores tipo I, que son genes con funcién conocida, ttiles
para el desarrollo de mapas comparativos, y marcadores tipo II, que son marcadores
polimoérficos anénimos, entendiendo como tales, aquellos en los que el alelo mas
comdn, tiene una frecuencia inferior al 95%. Dentro de los marcadores tipo II,
inicialmente se comenzé utilizando marcadores de tipo RFLP (Donis-Keller y col.,
1987), pero con el tiempo fueron reemplazados por los microsatélites, que
demostraron poseer unas caracteristicas muy interesantes para este proposito:
herencia mendeliana, distribucién homogénea y frecuente a lo largo del genoma,
elevado polimorfismo (alto nimero de alelos por locus), lo que conlleva un nivel de
heterocigosis més alto y permite reducir el ntimero de familias de referencia
necesarias para construir el mapa. Ademds, los microsatélites, gracias al
descubrimiento de la PCR y a la implementacién de técnicas de genotipado masivo,

han posibilitado reducir costes y acelerar la obtencién de resultados.
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b) Medicina forense: el estudio del ADN con propésitos forenses fue empleado por
primera vez en 1986 en Inglaterra con el objetivo de exonerar a un ciudadano que

habia sido falsamente acusado de la violacién y asesinato de dos jovenes.

Desde ese momento se han desarrollado numerosas metodologias encaminadas
a incrementar la especificidad de la técnica, su sensibilidad y su poder de
discriminacién. Los microsatélites y el ADN mitocondrial son los dos principales
marcadores genéticos empleados con este fin, y dependiendo de las circunstancias la

eleccidn recaera en uno u otro.

Los microsatélites presentan la ventaja de poseer un elevado polimorfismo, lo
que conlleva una potencia de discriminacién més alta que la obtenida al analizar el
ADN mitocondrial. Este hecho es especialmente importante cuando se pretende
discriminar individuos que pueden estar emparentados (Padar y col., 2001). En caso
de que el objetivo del trabajo no sea diferenciar a nivel individual, es posible recurrir
al analisis del ADN mitocondrial, con el que es posible diferenciar variedades, razas

o especies (Poetsch y col., 2001; Branicki y col., 2003).

Cuando se trata de analizar el material biol6gico procedente de animales, en
muchas ocasiones tan soélo se cuenta con pelos de los individuos implicados, y
aunque es posible el anélisis de algunos marcadores nucleares, lo cierto es que
resulta mds exitoso analizar el ADN mitocondrial ya que el ntimero de copias por
célula es mayor que del ADN gendémico (Savolainen y Lundeberg, 1999). Sin
embargo los microsatélites, pueden ser amplificados y resueltos en secuenciadores
automaticos, incluso cuando se parte de ADN muy degradado o en cantidades muy

bajas, gracias al incremento en la sensibilidad de esta técnica.

c) Control de genealogias: en multitud ocasiones el valor genético y comercial de un
animal estd asociado a su pedigri, y por tanto la identificacién individual y de los
ancestros de un individuo por medio de metodologias seguras es un paso clave

cuando se quieren ofrecer garantias de parentesco.

Histéricamente la identificacion individual se habia llevado a cabo, en primer
lugar, mediante la identificacién morfolégica, basandose en el fenotipo del animal, o
por medio del marcado de los animales, haciendo uso de tatuajes o crotales.
Posteriormente se comenzaron a usar las proteinas y grupos sanguineos, que ademads

de permitir la identificacion individual, posibilitaban establecer controles de
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parentesco con un notable poder de discriminacién, pero adolecian de bastantes
desventajas en relacion a los nuevos tipos de marcadores que surgieron

posteriormente, basados en el ADN.

De estos nuevos marcadores basados en el ADN los que se han utilizado mas
ampliamente han sido los microsatélites (Zajc y col., 1994, Vankan y Faddy, 1999),

debido a diversas razones:

- Comparados con las pruebas seroldgicas, los microsatélites necesitan de
cantidades mucho mas pequefias de material biol6gico a partir de las que extraer
el ADN. Ademas es posible obtener estas muestras incluso de animales que ya han

fallecido, y a partir de muy variados tejidos.

Estas necesidades de ADN también son menores cuando son comparados con
otros marcadores genéticos, como los RFLPs, que también se han utilizado con
este fin, especialmente en aquellas especies donde no se habian descrito

microsatélites.

- Son marcadores codominantes con herencia mendeliana, lo que posibilita
identificar claramente los alelos presentes en el descendiente procedentes de

ambos parentales.

- Su resoluciéon se lleva a cabo por medio de metodologias facilmente
estandarizables y automatizables con una mayor reproducibilidad en los
resultados, y la posibilidad de que estos sean intercambiables entre laboratorios,

en contraposicion a los RAPDs.

- Se puede realizar el analisis de varios marcadores en una sola reaccién de PCR
(multiplex), reduciendo de este modo los costes econémicos y agilizando la

obtencioén de resultados.

- Se trata de marcadores altamente polimérficos, y por tanto con un elevado
poder de discriminacién entre individuos. Esta capacidad de discriminacion esta
relacionada con la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de la
poblaciéon de referencia tengan un mismo genotipo. Se recomienda trabajar con
valores entre 10 y 10-% dependiendo del tamafio de la poblacion a estudiar. Estos

valores de discriminacién pueden ser logrados por un conjunto variable, entre 8 y
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15 marcadores del tipo microsatélite, segin la poblacién de referencia (por
ejemplo de la raza de que se trate) y el polimorfismo del conjunto de marcadores

que se esta analizando.

La potencia de exclusién, es decir, el porcentaje de falsos padres detectados
como tales, depende de la capacidad de discriminacién del conjunto de
marcadores utilizado, de modo que si utilizamos un conjunto de entre 8 y 15
marcadores es posible alcanzar valores superiores al 99%, lo que indicaria que de
cada 100 falsos padres sdlo en un caso lo darfamos como si fuera compatible, es

decir, un falso padre asignado como verdadero.

En la actualidad existe un organismo internacional, The International Society
for Animal Genetics (ISAG), que desde 1992 alberga el Test Internacional de
Genotipado Comparativo Equino usando otros marcadores, al margen del que se
desarrolla usando grupos sanguineos. Por medio de este test internacional, se
pretende consensuar los resultados obtenidos en diversos laboratorios y ratificar

la validez de unos microsatélites frente a otros.

d) Trazabilidad: el término de trazabilidad o rastreabilidad aplicado a la industria
alimentaria puede definirse como “la posibilidad de encontrar y sequir el rastro a través
de todas las etapas de produccion, transformacion y distribucion de un alimento, de un pienso,
de un animal destinado a la produccion de alimentos o una sustancia destinados a ser

incorporados en alimentos humanos o con probabilidad de serlo”.

Aunque la trazabilidad engloba maés aspectos que la identificaciéon genética
individual, éste es un paso importante que debe cumplir tres caracteristicas

fundamentales: identificacién permanente, tinica y de por vida.

El objetivo de los productores es conseguir en la identificacién una solucién que
dure toda la vida del animal e incluso después de su sacrificio, que sea dificil de
manipular de forma fraudulenta y que se pueda interconectar perfectamente con el
sistema de manejo de la explotacion y con los programas nacionales de

identificacién, asi como que sea valido internacionalmente.

Por tanto, en el caso de que la trazabilidad conlleve una identificaciéon
individual, los microsatélites ofrecen las mismas ventajas, que las descritas en el

apartado de control de genealogias. El objetivo es poder identificar en cualquiera de
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los eslabones de la cadena alimentaria, explotacién, industria y puntos de venta de
qué animal procede, la canal que estamos procesando o el filete que compramos,

comparando el perfil genético de la pieza con el obtenido en la explotacién.

La trazabilidad también es importante en aquellos productos procesados que se
originan a partir de la mezcla de diversos individuos, como puede ser el caso de
embutidos, carnes picadas, pescados enlatados,... por lo que resulta imposible
determinar de qué individuos procede el alimento. Esta situacién es importante
porque muchos productos adquieren un mayor o menor coste dependiendo de la
raza de origen del animal de procedencia. La solucion recae en el uso de marcadores
como los microsatélites, utilizando métodos basados en la méxima verosimilitud de
que el genotipo anénimo ocurra dentro de alguno de las razas probables (Bjornstad y
Roed, 2002).

11.8.1.d.2.5. Automatizacion del genotipado con microsatélites.

Cuando se pretenden realizar estudios que conllevan el genotipado de un alto
namero de microsatélites y/o de individuos, es necesario recurrir a técnicas rapidas,
seguras, sencillas y de bajo coste. Los métodos mas habituales basados en la
electroforesis de los productos amplificados han evolucionado desde el soporte en

gel, hasta la electroforesis en capilar.

La electroforesis en geles, que pueden ser de agarosa o de acrilamida, también
ofrece sus variantes. Por un lado esta la electroforesis de productos amplificados con
cebadores que no tienen ningtn marcaje, y que después se resuelven con métodos
como la tincién con nitrato de plata o bromuro de etidio. Utilizando esta técnica la
resolucion y sensibilidad de los geles de acrilamida es superior a los de agarosa, y se

utilizan con mucha mayor frecuencia.

Esta es la opciéon mas sencilla y con los costes més bajos, sin embargo también
tiene sus inconvenientes. Se trata de una técnica mas laboriosa, con mayor exigencia
de mano de obra, y que ofrece una menor repetibilidad en los resultados. Ademas no
es posible realizar multiplex de microsatélites cuyo producto de amplificacion tenga

el mismo tamafio, por solapamiento de las imédgenes de los amplicones.

Otra alternativa basada en la electroforesis en geles de acrilamida, se basa en el

uso de la radiactividad, bien mediante marcaje de uno de los cebadores o marcando

-60 -



Introduccion

los dinucleétidos. Con respecto a la técnica anterior, presenta la tinica ventaja de una
mayor sensibilidad, pero comparativamente a las dificultades de manejo que

conlleva, hace que se haya abandonado casi completamente.

La otra alternativa, mas reciente, basada en la electroforesis en geles de
acrilamida, consiste en utilizar cebadores marcados con flurocromos (Carrano y col.,
1989; Mansfield, 1995). Los fluorocromos son unas moléculas que se unen al extremo
5 del cebador a través del espacio 6-carbono: molécula fluorescente-(CHz)¢-cebador,
y de este modo aportan una etiqueta fluorescente al producto amplificado (Figura
2.21.).
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Figura 2.21.: Estructura de las moléculas fluorescentes denominadas FAM, JOE, TAMRA y

ROX, empleadas en el marcado de cebadores y dideoxinucleétidos.
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El espectro de emision fluorescente de cada fluorocromo, presenta cierto
solapamiento entre si, por lo que se requiere una calibracion inicial del aparato, que

le permita posteriormente independizar las emisiones de cada fluorocromo (Figura
2.22).

5-FAM JOE NED ROX

Intensidad de fluorescencia normalizada

/

520 540 560 580 600 620 640
Longitud de onda (nm)

Figura 2.22.: Espectro de emisién de los fluorocromos 5-FAM, JOE, NED y ROX.

El primer paso de esta nueva técnica es similar a las anteriores, con la salvedad
de que uno de los dos cebadores que interviene en la amplificaciéon estd marcado con
una molécula fluorescente. Para poder visualizar esta amplificacién es necesaria la
intervenciéon de unos aparatos conocidos como secuenciadores automaticos que
presentan las siguientes particularidades. Al igual que en los casos anteriores, el
producto amplificado es sometido a electroforesis en un gel de acrilamida, pero hacia
la mitad inferior del gel una ventana permite que un laser emita un haz de luz a una
frecuencia que excita al fluorocromo del producto amplificado provocando una
emision de onda que es recogida por una camara fotografica CCD que convierte la

informacion fluorescente en informacion electrénica (Figura 2.23.).
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Figura 2.23.: Representacion esquematica de la 6ptica de trabajo de un secuenciador automaético
con una imagen de la pantalla en tiempo real representativa de la electroforesis en un gel de

poliacrilamida.

Esta informacién es transferida a un ordenador para su procesado y se muestra
en forma de electroferograma, donde cada pico representa un fragmento. Los picos
que aparecen tienen asignado un color diferente dependiendo del fluorocromo que
lleven asociado, y ademds es posible conocer el tamafio en pares de bases de cada
pico, su altura y su area, que van a ser reflejo de la cantidad de copias amplificadas

(Figura 2.24.).
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Figura 2.24.: Representacién grafica de la electroforesis en un secuenciador automatico de un
individuo con 7 microsatélites amplificados, cuyos alelos aparecen marcados en verde, negro y azul.

Analisis realizado con el software GeneScan™ (AppliedBiosystems).

A pesar de que esta ultima técnica, presentaba notables ventajas sobre las
anteriores: posibilidad de trabajar en multiplex con amplicones del mismo tamafio,
mayor automatizacion del resultado al existir software especificos para interpretar
los electroferogramas (Figura 2.25.), mayor sensibilidad en los resultados
(necesidades menores de cantidad de producto amplificado), se han desarrollado

nuevas herramientas atin mas precisas.
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Figura 2.25.: Representacion grafica de la electroforesis de un individuo amplificado con siete
microsatélites, cuyos resultados han sido analizados por medio del software Genotyper™
(AppliedBiosystems). En la imagen aparecen los picos de amplificaciéon de cada microsatélite,

asociados a unas etiquetas con el nombre del microsatélite y del alelo amplificado.
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Estas nuevas herramientas contintan basdndose en la electroforesis del
producto amplificado, pero ahora el soporte principal es a través de un capilar.
Actualmente existen en el mercado diversos modelos, con aparatos que trabajan con

un solo capilar, 4, 8, 16, 48 y hasta 96 capilares.

La filosofia de trabajo es la misma, la muestra es inyectada a través de un
capilar relleno de polimero, y por él transcurre la electroforesis. Las diferencias
principales con respecto a la electroforesis en gel, son una mayor automatizacion del
proceso, con menos requerimientos de mano de obra, y ademds una mayor
repetibilidad en los resultados con mayor sensibilidad de deteccion de los mismos.

En su contra estdn unos costes econémicos del genotipado mas altos.

En la actualidad es posible trabajar con cinco fluorocromos simultaneamente,
cuatro de los cuales se destinaran al marcaje de uno de los cebadores de cada
microsatélite, y el restante queda para el marcador de tamafo interno de cada
carrera, con el que poder predecir el tamafio de los productos amplificados, y

comparar las carreras entre si.

Ademas de estas, se han desarrollado otras metodologias de uso mucho menos
frecuente. Es el caso de la técnica conocida como LASA (ligate-assisted spacer addition)
(Brockhurst y col.,, 2001), basada en el uso de tres cebadores, dos de los cuales
flanquean la region repetida, uno de ellos se unird a un soporte sélido por su extremo
5 (“us”), y el otro posee en el extremo 3" un cromoéforo ligado (“ds”), con el que
poder después detectar fluorescencia. El tercer cebador es variable, posee la zona
repetida un ntmero variable de veces, y se va a ir afiadiendo en diferentes

reacciones. Una representacion esquemaética de la técnica aparece en la Figura 2.26..

Este método presenta la ventaja de que se pueden obtener resultados en muy
poco tiempo (3 horas), y que al tratarse de una técnica con los mismos principios que
el ELISA, es susceptible de automatizacion. Sus principales y notables desventajas
son una puesta a punto muy laboriosa, ya que existen numerosos puntos criticos que
pueden dar lugar a falsos positivos y negativos y ademds solo se van a testar las
variantes alélicas conocidas, con lo que cuando se estudian por primera vez
poblaciones no se van a considerar algunos alelos existentes, y en el caso de que se

trate de microsatélites con repeticiones interrumpidas, no es posible su aplicacion.
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Por tanto su uso se destinaria tnicamente al caso de poblaciones y microsatélites

cuyo comportamiento esta perfectamente descrito.
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Figura 2.26.: Representacion esquematica de la metodologia LASA.

11.8.1.d.2.6. Modelizacion del proceso mutacional en microsatélites.

Durante los tltimos afios se han publicado numerosos estudios encaminados a

la descripciéon de aproximaciones tedricas que puedan explicar el modelo evolutivo

de los microsatélites.

Uno de los modelos posibles es el conocido como SMM (Stepwise Mutation

Model, o modelo mutacional paso a paso) (Kimura y Ohta, 1978), el cual fue

concebido inicialmente para explicar la regularidad en la distribucién de las

frecuencias alélicas, y asume que un alelo s6lo puede mutar a sus dos estados

adyacentes por pérdida o adiciéon de una repeticion. Diversos estudios realizados

(Shriver y col., 1993), comparaban los valores observados de nimero de alelos, rango

del tamafio de los alelos y modas en la distribucion de los alelos, con los valores
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obtenidos por simulacion bajo el modelo SMM, y encontraron que los minisatélites y

los microsatélites dinucleétidos se ajustaban peor a dicho modelo.

El modelo TPM (Two Phase Model) (Di Rienzo y col., 1994) y el GSM
(Generalizd Stepwise Model), se pueden considerar una variante del anterior. En el
modelo TPM, los cambios alélicos se producen por adicién o sustraccion de un
nimero absoluto de x unidades repetidas con igual probabilidad para un modelo
mutacional simétrico. x es igual a 1 con probabilidad Psym, y con probabilidad 1-
Psymm, x sigue una distribucion geométrica (P(X=x)=a(1-a)*1) especificado por su
varianza o?=(1-a)/c?. El altimo término permite que ocurran pasos mutacionales de
mas de una repeticion simple. El modelo GSM corresponde a una version

simplificada del TPM en la que Psym=0.

Un modelo alternativo, el IAM (Infinite Allele Model o modelo de alelos
infinitos) (Kimura y Crow, 1964), propone que todas las mutaciones son posibles, sin
que existan restricciones en el nimero de unidades repetidas mutadas. El KAM (K-
allele model) (Crow y Kimura, 1970) propone que existen exactamente k
posibilidades alélicas y que cualquier alelo tiene una posibilidad constante [z/(k-1)]

de mutar hacia cualquiera de las otras k-1 posibilidades alélicas.

Para todos estos modelos mutacionales excepto el IAM, los alelos pueden mutar
hacia estados alélicos ya presentes en la poblacion y de ahi generar lo que se

denomina homoplasia.

Originalmente el concepto de homoplasia fue usado por los evolucionistas para
describir el hecho de que un caracter presente en dos especies no deriva del mismo
caracter presente en un ancestro comun, sino que la similitud es debida a factores
tales como la convergencia, paralelismo o reversiéon. Para un marcador genético, la
homoplasia ocurre cuando diferentes copias de un locus son idénticas en estado pero
no idénticas por descendencia. Esta identidad en estado ocurre normalmente a través
de eventos mutacionales y estd relacionada con el camino a través del cual la
mutacién produce nuevos alelos, de ahi que la homoplasia per se se encuentra
implicita al modelo mutacional del marcador, con lo que es dificil considerar las dos
caracteristicas evolutivas (homoplasia y modelo mutacional) de forma

independiente.
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La homoplasia también depende de factores evolutivos independientes del
modelo mutacional como el grado de mutacién, el tamafio efectivo de la poblacién y
el tiempo de divergencia entre poblaciones, aunque estos estdn pobremente

formalizados tedricamente.

Dentro de la homoplasia por tamafio (Size homoplasy, SH), existe una parte que
puede ser medida a través de técnicas que permiten detectar cambios nucleotidicos
en las secuencias de los microsatélites, como son la técnica SSCP (Single Strand
Conformation Polimorphysm)(Orita y col., 1989a,b) y la secuenciacion. Esta parte de
la homoplasia por tamafio se conoce como homoplasia por tamafio accesible
molecularmente (Molecularly Accesible Size Homoplasy, MASH), y normalmente tiene
su origen en cambios nucleotidicos en las secuencias flanqueantes a la region
repetida, y en el caso de microsatélites que no poseen una repeticion perfecta, por

diferentes combinaciones de los motivos repetidos (Estoup y col., 2002)
11.8.1.d.2.7. Factores que afectan a los procesos mutacionales en microsatélites.

Mediante estudios in vitro, Schlotterer y Tautz (1992), usando oligonucleé6tidos
sintéticos y diversas polimerasas, llegaron a la conclusion de que el nivel de
deslizamiento estd relacionado con el tamafio de la unidad repetida (es mayor en
dinucleétidos (Primmer y col., 1996a)) y con el tipo de repeticién (es menos frecuente
para fragmentos ricos en dG-dC). Levinson y Gutman (1987) encontraron en
procariotas evidencias de que los microsatélites con un alto nimero de repeticiones
tenfan un grado de mutaciéon maés alto que aquellos con menor ntmero de
repeticiones, lo cual parece 16gico, puesto que las posibilidades de que ocurra el
fenémeno de deslizamiento de la polimerasa son mayores cuantas mas repeticiones
existan. Esta circunstancia se mantiene incluso dentro de un mismo microsatélite,

donde los alelos mas largos tienen més posibilidades de mutar.

Atn cuando parece existir un sesgo en el grado mutacional favorable a los
microsatélites con un mayor nimero de repeticiones, es probable que exista un
mecanismo que actie como freno de este fendmeno, puesto que es dificil encontrar
microsatélites con un nimero de repeticiones superior a 30. Valdes y col (1993)
encontraron en la especie humana que de 383 microsatélites (repeticion CA)
descubiertos, solo 45 sobrepasaban el nimero de 20 repeticiones. El mecanismo por

el cual se produce este freno en el nimero de repeticiones ain no se conoce, sin
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embargo podria estar relacionado con la estabilidad cromosémica, ya que ciertas
patologias como el sindrome del cromosoma X fragil estan asociadas a microsatélites

con un nimero anormalmente alto de repeticiones (Fu y col., 1991).

Existen algunos estudios que sugieren que la estructura de la repeticion del
microsatélite es también determinante en el proceso mutacional. Estoup y col. (1995)
examinaron en abejas la variacién encontrada en dos microsatélites con una
estructura irregular (la secuencia repetida es interrumpida por alguna mutacién
puntual) para estudiar el nivel de homoplasia que existia entre ambas poblaciones.
Los resultados observados demostraron que cuanto mas compleja fuera la
irregularidad en la secuencia repetida, en menor medida se ajustaban los resultados

encontrados al modelo mutacional de eventos simples (SSM, Single Step Mutation).

Otra tendencia observada en los procesos mutacionales de los microsatélites es
lo que se conoce como asimetria positiva, segtin la cual las mutaciones tienden a la
creacion de alelos mas largos (Weber y Wong, 1993Ashley y Warren, 1995; Primmer
y col., 1996, Amos y col., 1996).

Se ha sugerido un dltimo factor a tener en cuenta que propone que los machos
mutan mas a menudo que las hembras (Hurst y Ellegren, 1998). Una explicacién a
esta circunstancia puede ser el hecho de que se produzcan un mayor nimero de
divisiones celulares durante la espermatogenésis, que durante la oogénesis, y que
esto lleve a un incremento del grado mutacional. Ellegren (2000) encontré cinco veces

mas mutaciones en hombres que en mujeres.
11.8.1.d.2.8. Problemas laboratoriales potenciales de los microsatélites.

a) Alelos nulos: en algunas ocasiones se puede producir la no amplificacién de
alguno de los alelos de un microsatélite porque exista una mutacién en la zona
donde deben primar los cebadores. Esta situaciéon puede verse enmascarada en
el caso de animales heterocigotos los cuales son contabilizados como

homocigotos, con el consiguiente error en la estima de la variabilidad.

b)  Stutter bands o Bandas sombra: durante el proceso de amplificaciéon de la Tag
polimerasa también se registran fenémenos de deslizamiento de las hebras de
ADN que quedan patentes como bandas accesorias y de menor intensidad

(Figura 2.27.)que la principal y en la mayor parte de las ocasiones con una o dos
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repeticiones menos. Esta situacion afecta negativamente a la identificacion de
los alelos, y en especial cuando se trata de individuos heterocigotos cuyos alelos

difieren por un namero escaso de repeticiones.

Figura 2.27.: Imagen obtenida con el software GeneScan™ (AppliedBiosystems) de la amplificacion de
un microsatélite en un individuo heterocigoto. En rojo aparece el tamafio en pares de bases de los alelos y
en negro el tamafio de las stutter bands o bandas sombra de cada alelo, que son consecuencia de la

amplificacion de una, dos o tres repeticiones menos que el alelo verdadero.

C) No adicién de la adenina: la mayor parte de las polimerasas comerciales tiene
la caracteristica especial de afiadir una adenina al final de los fragmentos
amplificados (Figura 2.28.), sin embargo esta situaciéon depende del tiempo de
extension y de la cantidad de fragmentos generados, por lo que puede darse la
circunstancia de que haya fragmentos con adenina final y otros sin ella,

situacion que también puede entorpecer la identificacion de los alelos.

Figura 2.28.: Imagen obtenida con el software GeneScan™ (AppliedBiosystems) de la amplificacion de
un microsatélite en un individuo heterocigoto. En rojo aparece el tamafio en pares de bases de los
alelos, en azul el tamafio de las stutter bands o bandas sombra de cada alelo, y en negro el tamaifio de la

banda sin la adicién de la adenina.
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11.8.1.e. Marcadores en el ADN mitocondrial.

Se trata de una molécula circular que se encuentra presente en unas organelas
subcelulares denominadas mitocondrias, de un tamafio entre 15-20 kb y compuesto
por 37 genes. Una regién de control (D-loop) de aproximadamente 1 kb inicia la
replicaciéon y la transcripcion. La tasa de mutacion de algunas zonas del ADN
mitocondrial es muy alta y esto ha hecho que se haya empleado en numerosas
ocasiones para analizar la estructura de poblaciones, como por ejemplo hicieron
Avise y col. 1994. Esta molécula carece de tasa de recombinacién y se traduce
exclusivamente a través de la linea materna, de ahi que el nimero de diferencias
nucleotidicas entre el genoma mitocondrial sea reflejo directo de la distancia genética
que los separa. (Ishida y col., 1994a,b; Wang y col., 1994; Xu y Arnason, 1994;
Marklund y col., 1995; Xu y Arnason, 1996; Bowling y col., 1998; Oakenfull y Ryder,
1998).

El ADN mitocondrial es una buena herramienta en el caso de que sélo se
disponga de muestras escasas o0 muy degradadas, ya que el nimero de copias por
célula es mayor que de ADN genémico. Esta razén es principalmente la que le ha
convertido en el marcador de eleccién en el 4drea de la medicina forense (Junge y col.,
2002; Andreasson y col., 2002). Ademads, en situaciones en las que se carece de la
muestra de un individuo para su comparaciéon directa con una muestra biolégica,
debido a que se hereda exclusivamente por via materna, cualquier otro individuo

relacionado maternalmente puede utilizarse como muestra de referencia.

Cuando se ha usado como medidor de diversidad genética entre poblaciones,
esta herencia materna ha permitido que se pueda usar para inferir patrones de
migracion, fechas de expansion, etc.; sin embargo, su poder de discriminacién es
muy inferior al de otros marcadores genémicos, lo que unido al hecho de que las
posibilidades de contaminacién laboratorial de las muestras es muy alta, lo han
convertido en una alternativa valida, Gnicamente cuando no se dispone de

marcadores nucleares o las muestras para analizar son de dificil procesado.

11.8.1.f. Cromosoma Y.

El ADN del cromosoma Y localizado fuera de la regién pseudoautosémica no
recombina con el cromosoma X y por tanto es todo él de herencia paterna. Aunque

tiene un menor grado de mutacion que el ADNmt ofrece una fuente alta de
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polimorfismos debido a que se trata de ADN no codificante. (Khodjet El Khil y col.,
2001; Oota y col., 2001; SundQvist y col., 2001; Hurles y col., 2002; Stone y col., 2002).

El estudio de la variabilidad existente en el cromosoma Y puede registrarse por
medio de diferentes marcadores genéticos (SNPs, microsatélites,...) y con diferentes
objetivos. Un objetivo habitual, es conocer el nivel de introgresiéon de ancestros
masculinos en determinadas poblaciones, lo que nos puede dar idea de cuéles han
sido los patrones migratorios de los machos en las poblaciones bajo estudio (Ward y
col., 2001; Hanotte y col., 2002).

Al igual que ocurria con el ADNmt, las variaciones presentes en el cromosoma
Y, s6lo registran la variabilidad correspondiente a uno de los sexos, el sexo
masculino, y en el caso particular del genoma equino, existen pocas secuencias de
esta region descritas, lo que dificulta hoy en dia su eleccién como marcador genético

para estudios poblacionales.

11.8.1.9. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs).

Se trata de pequefios cambios nucleotidicos puntuales que ocurren dentro del
genoma consistentes en un cambio nucleotidico simple como por ejemplo la
sustitucion de una adenina (A) por cualquiera de los otros tres nucleétidos: citosina
(©), timina (T) o guanina (G), delecciones o inserciones. Para que un cambio
nucleotidico sea considerado como un SNP es necesario que la frecuencia del alelos

menos frecuente sea al menos del 1%.

Aunque en principio cualquier nucleétido puede ser reemplazado por los tres
alternativos, en la practica la mayor parte de los SNPs son bialélicos, debido a que la
frecuencia de sustituciéon por nucleétido y por afio, en los mamiferos es de 1x10° y
5x10° (Li y col., 1981; Martinez-Arias y col., 2001) ya que existe un sesgo en las
sustituciones dando prevalencia a dos tipos de cambios, purina <-> purina (A <-> G)
o pirimidina <-> pirimidina (C <->T) (Collins y Jukes, 1994).

La frecuencia de aparicion de estas variaciones a lo largo del genoma es
variable dependiendo de la region estudiada, asi Wang y col. (1998) encontraron més
de 3000 SNPs escaneando una regién de 2,3 Mb del ADN humano, registrando una
frecuencia de aparicion de 1 SNP cada 721 pb. Lai y col. (1998) al estudiar una region

de 4-Mb del gen APOE en el cromosoma 19 de la especie humana detectaron un SNP
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cada 1,1 kb. Sin embargo, Konfortov y col. (1999) encontraron en el gen de la leptina,
una frecuencia de 1 SNP cada 89 pb, y en el gen de la proteina precursora amieloide
(APP), 23 SNPs en una secuencia intrénica de 302 pb, lo que da un frecuencia de 1
SNP cada 13 pb. En el caso de los caballos Shubitowski y col. (2001) encontraron una
frecuencia de un SNP cada 853 pb en el caso de los exones y un SNP cada 530 pb en
el caso de los intrones, después de secuenciar 9380 pb de secuencia codificante y
16961 pb de secuencia intrénica correspondiente a 50 genes diferentes. Por tanto, a
pesar de que poseen una distribucién mas o menos homogénea a lo largo del
genoma, su incidencia es mucho maés alta en regiones no codificantes, y existen genes

que presentan una tasa de mutacién mas alta que otros.

La ventaja de los SNPs frente a otros marcadores radica principalmente en los
métodos de diagnodstico disponibles para su genotipado, ya que al tratarse de
mutaciones de un solo nucledtido existen limitadas variantes alélicas, y esto facilita
que puedan diagnosticarse muchos SNPs en muy poco tiempo. En esta direccién se
han desarrollado los microarrays (Huang y col., 2001; Lindroos y col., 2002), la
pirosecuenciacién (Ronaghi y col., 1996, Wasson y col., 2002), las sondas marcadas
con fluorocromos (Molecular Beacons (Tyagi y Kramer, 1996, Marras y col., 2003),
sondas Tagman (Livak, 1999; Ranade y col.,, 2001), la técnica Primer-extension o

minisecuenciacion.

Hoy en dia la alternativa a los microsatélites en la construccién de mapas
genéticos son los SNPs, que presentan ventajas y desventajas con respecto a los
microsatélites. Al tratarse de marcadores comtinmente bialélicos, la informacién por
SNP es baja comparada con los microsatélites. Se ha estimado que son necesarios
aproximadamente 5 SNPs para equiparar la informacién que proporciona un
microsatélite, lo que significa que son necesarios 2000 SNPs para estudiar los 10 cM
que permite estudiar un microsatélite. En el caso de la especie equina, una desventaja
actual con respecto a los microsatélites es que todavia no existe un conocimiento del
genoma tan profundo como para contar con un namero suficiente de SNPs y con una
distribucién homogénea a lo largo del genoma. Ademas, los microsatélites tiene la
ventaja de que alelos poco frecuentes pueden estar asociados con el caracter de
interés, mientras que si en un SNP uno de los dos alelos es relativamente poco
frecuente, entonces no se tratara de un marcador muy informativo puesto que

muchos de los individuos estudiados mostraran el mismo genotipo.
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Otra de las desventajas de los SNPs es que tienden a ser especificos de especie;
asi un marcador que es polimorfico en una especie puede que no lo sea en otra, y por
tanto deberdn generarse especificamente para la poblaciéon bajo estudio, con el

consiguiente encarecimiento del analisis.

Las ventajas de los SNPs es que son muy frecuentes en el genoma, con lo que se
incrementa notablemente la densidad de los mapas genéticos, y esto hace posible
aumentar los sistemas de “haplotipado” para genes o regiones de interés. Ademds en
ciertos casos el propio SNP puede ser el responsable del fenotipo bajo estudio. Otra
de sus principales ventajas radica en la posibilidad de implementar sistemas de
genotipado masivo, que permiten analizar un namero muy alto de SNPs en poco

tiempo.

11.8.1.h. Secuenciacion (Maxam vy Gilbert, 1977) (Sanger y col., 1977).

Existen dos métodos de secuenciacién, quimico y enzimatico, los cuales
comparten algunos principios basicos. Se generan fragmentos de ADN de una sola
hebra cuyos tamafios se diferencian en una sola base y cuyas moléculas se visualizan
a través de dos tipos de marcaje, radiactivo o fluorescente. Los fragmentos
amplificados utilizando nucleétidos marcados con diferentes fluorocromos son los
mas utilizados en la actualidad, se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida y
mediante un laser que excita los fluorocromos se recoge las lecturas de emisién y se

traducen en una sucesion de nucleétidos que componen la secuencia.

Este método de anadlisis del genoma constituye la altima expresiéon de andlisis
del mismo, ya que mediante la secuenciaciéon podemos registrar toda la variabilidad
existente y detectar la existencia de mutaciones al comparar secuencias de diferentes

individuos.

I1.8.2. Mecanismos evolutivos que acttian sobre las poblaciones naturales.

Tradicionalmente los procesos a través de los cuales se producen cambios en las
frecuencias génicas y genotipicas se han clasificado en dos, los procesos sistematicos
que tienden a cambiar las frecuencias génicas en una forma predecible tanto en
direccién como en cantidad y que incluyen a la migracién, mutacién y seleccién; y los
procesos dispersivos los cuales tinicamente son predecibles en cantidad pero no en

direccion (Falconer y Mackay, 1996).
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11.8.2.a. Procesos sistemiticos

11.8.2.a.1. Migracion.

Es el proceso por el cual individuos de una poblacién se desplazan a otra, de
modo que al integrarse en ella, sus genes interaccionan y pueden ocasionar un
cambio en las frecuencias génicas y genotipicas de ambas poblaciones. La incidencia
de este cambio dependerd de las frecuencias alélicas en cada una de las razas y del
tamafio relativo de las poblaciones. La migracién acttia siempre como una fuerza

homogeneizadora.
La migracién puede modelizarse de forma sencilla del siguiente modo:
-Poblacién receptora o: frecuencia alélica g,
-Poblacién migrante /£ frecuencia alélica g5
-m: proporciéon de migrantes recibidos por la poblacion o desde f.
-1-m: ntimero de individuos de la raza local
-Frecuencia alélica (g1) en la poblacion o después de una generacion:
qu=mm qu + (1 -m)qo=m(Ggm - qo) +qo
El cambio en una generacién de la frecuencia alélica (g) se calcula como:
Aq = m(qm - qo)

donde g es la frecuencia de g en la poblacion « después de la migracion, y goes

la frecuencia de g en la poblacion « antes de la migracion.

Migracién y mutacién son las dos tinicas vias posibles a través de los cuales se

pueden introducir alelos nuevos en una poblacion.
11.8.2.a.2. Mutacion.

Es una fuente de variabilidad genética consistente en el mas sencillo de los
casos en la sustitucion de un nucleétido por otro (transiciéon: purina<>purina o

pirimidina<pirimidina; transversiéon: purina<pirimidina) las cuales pueden
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resultar selectivamente neutras en el caso de que afecten a zonas no codificantes o
pueden tener un efecto sobre la estructura de la proteina cuando al afectar a la zona
codificante ocasionan un cambio aminoacidico. Otra posibilidad consiste en la
pérdida (deleccién) o ganancia de material genético (insercién) cuya repercusion

puede ser la misma que en el caso anterior.

Al margen de esta circunstancia hay que tener en cuenta el efecto que la
mutaciéon puede tener sobre las propiedades genéticas de la poblacién, y en este
sentido se puede hablar de mutaciones no recurrentes, aquellas que se producen de
forma aislada en un individuo de la poblaciéon y por tanto tienen muy bajas
probabilidades de trascender a generaciones futuras, y de mutaciones recurrentes,
que se producen regularmente con una frecuencia caracteristica, de modo que nunca
se produciria una pérdida completa a lo largo de las generaciones (Falconer y
Mackay, 1996). La frecuencia con la que se produce una mutacion es lo que se conoce
como tasa de mutacién, siendo los valores normales entre 104 a 10 lo que significa
que un gameto entre 10000 6 1000000 es portador de un alelo mutado en cualquier

locus.
11.8.2.a.3. Seleccion.

Se consideran dos tipos de seleccidn, la primera de ellas es la seleccién natural,
que ocurre de forma habitual en la naturaleza, y en la que unos individuos se ven
favorecidos por poseer una mayor capacidad reproductiva y/o de supervivencia
(valor adaptativo). La segunda es la seleccion artificial practicada por el hombre,
quien va a seleccionar a los reproductores y sus descendientes segtin sus intereses.
En ambos casos no todos los genes van a tener las mismas posibilidades de ser
transmitidos a la descendencia, con lo que se van a observar cambios en las
frecuencia genotipicas entre ambas generaciones. Se conoce como aptitud de un
individuo, su capacidad de aportar descendientes en la siguiente generacion
(Falconer y Mackay, 1996).

La fuerza con que acttia la seleccion se conoce como intensidad de seleccién y se
cuantifica como la reduccién proporcional en la contribuciéon gamética de un
genotipo particular comparado con un genotipo estdndar (el méas favorecido)
(Falconer y Mackay, 1996).
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11.8.2.b. Procesos dispersivos.

11.8.2.b.1. Deriva genética.

Es un proceso natural que tiende a homogeneizar la informacién genética de los
individuos de una poblacién como consecuencia de la transmision aleatoria de
determinados alelos de una generacion a otra. Se trata de un proceso que al mismo
tiempo que provoca una reduccién en la variacién genética dentro de razas, con un
incremento en la frecuencia de homocigotos dentro de la misma, va a ocasionar que
poblaciones aisladas se vayan diferenciando mas, puesto que la probabilidad de que

dos poblaciones aisladas evolucionen igual es muy baja.

11.8.3. Los cuellos de botella en las poblaciones.

Muchas poblaciones sufren una reduccién severa en el censo de su poblacion
llamado cuello de botella, como consecuencia de una fragmentacién de su habitat o
por aislamiento. Detectar estos cuellos de botella es importante porque conlleva
consecuencias perjudiciales para el futuro de las poblaciones: incremento de los
niveles de endogamia, pérdida de variabilidad genética, fijacion de alelos deletéreos,
etc; que pueden llevar en dltimo término a la extincion de la poblaciéon (Frankel y
Soule, 1981; Hedrick y Millar, 1992; Brakefield y Saccheri, 1994; Jiménez y col., 1994;
Ralls y col., 1994; Frankham, 1995; Newman, 1996).

Cuanto maés reciente es un cuello de botella, mayores posibilidades hay de
minimizar los efectos negativos, por medio de estrategias de apareamiento o

introduciendo algunos migrantes.

Es frecuente que poblaciones que han atravesado recientemente un cuello de
botella hayan perdido los alelos raros, pero pueden mantener atin niveles altos de
heterocigosis, ya que su pérdida es mas lenta. Este hecho ha sido notificado por
numerosos autores (Nei y col., 1976; Denniston, 1978; Watterson, 1984; Maruyama y
Fuerst, 1985; Allendorf, 1996).

Una via para detectar estos cuellos de botella consiste en una monitorizaciéon
genética de las poblaciones, ya que las monitorizaciones demograficas tradicionales

pueden no detectarlos en determinadas circunstancias.
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11.8.4. Los estadisticos F de Wright como medidores de la variabilidad genética.

La teoria denominada teoria de los indices de fijacion o estadisticos F, fue propuesta
por Wright en 1965, y mide la pérdida de heterocigosis como consecuencia de una

subdivisién poblacional. Incluye tres pardmetros: Fis, Fst, Fit.

Si los expresamos en términos de pérdida de heterocigosis, hay que considerar
tres niveles dentro de la jerarquia subpoblacional: organismos individuales (I),
subpoblaciones (S) que asumiriamos como razas, y la poblacién total (T).Por tanto

tendriamos:

H; - heterocigosis observada media en las subpoblaciones, considerando k

subpoblaciones

k
Hi=) Hi/k

i=1

Hs - heterocigosis media que esperariamos en las subpoblaciones donde ocurre
cruzamiento aleatorio. pis es la frecuencia del alelo i en la subpoblacién s, y Hs es la
heterocigosis esperada en el conjunto de k subpoblaciones, bajo equilibrio Hardy-

Weinberg

Hs=1-) p?s

i=1

Hr = heterocigosis que se esperaria si todas las subpoblaciones se agrupasen y se
produjera un cruzamiento aleatorio. p? es la frecuencia media del alelo i en la

poblacién total

Hr=1-3 p?

i=1
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El coeficiente de endogamia Fjs mide la reduccion en la heterocigosis de un

individuo debido al cruzamiento no aleatorio dentro de su subpoblacion

Fis= (Hs - Hi)/Hs,

El indice de fijacion Fsr mide la reducciéon de la heterocigosis de una

subpoblacion debido al efecto combinado de la migracion y la deriva genética

Fsr= (Hr - Hs)/Hr

y el coeficiente de endogamia total Fir estima las contribuciones del cruzamiento no

aleatorio dentro de subpoblaciones y otra debida a la subdisiéon propiamente dicha.

Fir= (Hr - Hi)/Hrt,

Los tres términos se relacionan por medio de la férmula:

(1 - Frr)= (1 - Fis)(1 - Fst)

En 1973 Nei propuso un acercamiento alternativo al andlisis de la subdivision
de poblaciones, para el cual no es necesario el conocimiento del genotipo de los
animales, ya que puede calcularse directamente a partir de las frecuencias alélicas, en
términos de heterocigosis esperadas (diversidades génicas) dentro y entre

poblaciones.

Este método tiene la ventaja de no verse afectado por el ntiimero de alelos por
locus, ni por fuerzas evolutivas tales como mutacioén, seleccién y migracion, ni

tampoco por el sistema reproductivo.

Gsr = Dsti/Hr

donde Dsr es la media de la diversidad génica entre subpoblaciones (Hr - Hs ) y Hr

es la diversidad génica en la poblacion total.
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I1.8.5. Distancias genéticas.

El calculo de las distancias genéticas entre dos poblaciones proporciona una
estima relativa del tiempo que ha pasado desde que ambas poblaciones divergieron.
Estimas bajas de las distancias pueden ser indicativas de la existencia de
subpoblaciones en las cuales hay cruzamiento aleatorio y entre las que hay una
cantidad pequefia de flujo génico, o simplemente porque a pesar de que estidn
separadas ha pasado un periodo de tiempo muy breve desde que divergieron.
Cuando dos poblaciones estan aisladas genéticamente, los procesos de mutacién y
deriva genética tienden a una diferenciacion de las frecuencias alélicas de los loci

neutros, diferenciaciéon que es mas acusada a medida que pasa el tiempo.

Una medida de distancia genética para que sea ajustada debe reunir dos

propiedades fundamentales, ser lineal con el tiempo y poseer una baja varianza.

De acuerdo a la naturaleza mutacional del marcador empleado se han disefiado
diferentes estimadores de las distancias genéticas que se pueden clasificar en dos
grupos, aquellas basadas en el modelo IAM (Infinite Allele Model)(Kimura y Crow,
1964), y el modelo SMM (Step Mutation Model)(Kimura y Ohta, 1978), aunque al
margen queda otro grupo mas heterogéneo de distancias no basadas sobre ningtn

modelo mutacional.

11.8.5.a. Estimadores de distancias genéticas basados en el modelo IAM

Un estimador muy simple de distancia genética se basa en la proporciéon de
alelos compartidos (Bowcock y col.,, 1994). Esta medida de distancia puede ser
calculada entre individuos o entre poblaciones. Para comparar pares de individuos la

proporciéon de alelos compartidos es estimada por:

Psal :ZLS
2U

donde el namero de alelos compartidos es sumado sobre todos los loci. La distancia

entre individuos es estimada por:

Dsai =1— PsA
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Esta medida de distancia puede ser muy dutil para posicionar animales
desconocidos dentro de la poblaciéon correcta (Estoup y col., 1995). Si se conoce la
subdivisiéon poblacional, entonces la distancia entre poblaciones, ajustada para la

variacion dentro de poblaciones, puede ser calculada por:

Dsag =1 _ 2348
Psai1+ Psa2

siendo la proporcion media de alelos compartidos entre y dentro de las poblaciones,
1y 2 (PSAB, PSA1, PSA2) respectivamente, se calculan sobre todas las posibles

combinaciones de los individuos muestreados.

Otro método de estimaciéon de la distancia genética fue desarrollado por
Cavalli-Sforza y Edwards (1967), donde los datos se transforman en una distancia
angular 6. En este caso las poblaciones son conceptualizadas como puntos en un
espacio euclidiano m. Identificadas como m frecuencias alélicas (ej. m equivale al
namero total de alelos en ambas poblaciones). La distancia, § es el angulo entre estos

dos puntos donde,
cos(d) = Y/ xiyi
[

x;, ¥i son las frecuencias alélicas del alelo i en las poblaciones x e y respectivamente.
La distancia cuerda Dcu es la distancia en el espacio entre los dos puntos medida

como una linea recta

DcH = (z;ﬁ)\/l—cose

Un valor de 1 de esta distancia indica una fijacion completa de alelos
alternativos en cada poblacion. La distancia para todos los loci se calcula aplicando el
teorema de Pitagoras, donde la distancia al cuadrado de todos los loci equivale a la

suma del cuadrado de las distancias de cada locus.

La distancia més usada en la mayoria de trabajos fue desarrollada por Nei

(1972). La distancia genética standard de Nei es calculada
Ds=-Inl
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donde I es una medida de identidad genética. La identidad es estimada como

JXy

~ IXJY

xy, Jx v Jy representan la media para todos los loci de Zxiy; 2xi2, y 2y? para cada
y P P Y Yy <yic p

locus.

11.8.5.b. Estimadores de distancias genéticas basados en el modelo SSM

Las medidas de distancia genética desarrolladas bajo el modelo mutacional
SSM asumen que dos alelos que difieren en tres unidades de repeticiéon han debido

sufrir al menos 3 mutaciones desde su ancestro comun, asi

a
al—az= > Xn
n=1

donde a es el nimero de repeticiones de un alelo, o es el nimero de mutaciones que

han ocurrido y x, es el incremento en la longitud de la repeticion.

Estas medidas de distancia presentan la ventaja de incrementarse linealmente
con el tiempo y el principal problema el de presentar una varianza alta debido a su
dependencia de las variaciones en el tamafio de las poblaciones. (J5u)? resuelve en
parte este problema y la hace mdas robusta para la reconstrucciéon de arboles

tilogenéticos.

ASD (Goldstein y col., 1995a)(Slatkin, 1995a), (o6u)? (Goldstein y col., 1995b) y

Dsw (Slatkin, 1995b) hacen uso de la diferencia de tamafio entre los alelos, asi

> X (= )% xikyik)

r

ASD =

siendo xix e yjx las frecuencias alélicas en las poblaciones X e Y de los alelos con iy j

repeticiones respectivamente. En el caso de (du)?la férmula se expresa como

> (w0 — 1)

(Su)° =
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iV iy son el nimero medio de repeticiones encontrado en los alelos de las

poblaciones X e Y . Para Dsw la férmula es

D$N=MMy—QN§§ﬂQ2

_ 2k 2 j (i = J[xikxjk) Wy = Yk Ziej (i — i yikyik) Wxy = Yk Ziej (i — ifxikyik)

Wx

r r r

donde Wx, Wy, y Wxy son las probabilidades de que dos alelos difieran cuando sean
elegidos aleatoriamente desde diferentes poblaciones (Wxy) o desde la misma
poblacién (Wx y Wy). En estas probabilidades x; e y; son las frecuencias de los alelos i

y j en las poblaciones X 0 Y.

Slatkin (1995a) propuso una medida de distancia Rst analoga al Fst de Wright

(1965) adapatada para microsatélites. Se calcula siguiendo la féormula

_ (Shar —Sw)
Shar

Rst

En la que Sw es la suma sobre todos los loci de dos veces el peso medio de la
varianza dentro de poblaciones V(A) y V(B), y Sbar es la suma sobre todos los loci de

dos veces la varianza de las poblaciones combinadas V(A+B).

11.8.5.c. Estimadores de distancias ¢enéticas no basados en ningun modelo mutacional

Estas distancias son especialmente indicadas en el caso de que se estudien
taxones muy relacionados, ya que en ellas lo que se estima principalmente es el

efecto de la deriva genética.

Aplicadas a multiples loci, las tres distancias mas representativas Da (Nei y col.,
1983), Dc (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) y Das (Stephens y col., 1992) toman la

siguiente féormula

D= C(l—%iij(Xijyij)AaJ b
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Xi y Yi son las frecuencias de alelos de tamafio i en poblaciones X e Y
respectivamente, y a4, b, y ¢ son constantes. En el caso de Das, a, b, y c equivalen a 0.
En el caso de Da, a equivale a 0,5, mientras que b y ¢ valen 0. En el caso de Dc, ay b
valen 0,5y ¢ es 22/]].

Aunque la esperanza de estas distancias es claramente diferente no se ha visto
que existan diferencias sustanciales entre la precision de Das y Da para la
reconstruccion de drboles filogenéticos. Dc es ligeramente menos eficiente que Da en
la reconstruccion de arboles filogenéticos si asumimos un modelo mutacional SSM
(Takesaki y Nei, 1996).

Otros estimadores interesantes de la diferenciacion de poblaciones
genéticamente proximas, que cuantifican principalmente el efecto de la deriva
genética son Fst (Wright, 1965) y & (Weir y Cockerman, 1984).

En el caso de &se calcula como a / (a+b), donde a es la varianza entre taxones y

b es la varianza dentro de taxones, siendo Fst = -In(1-6), también expresado como

_ Ht—Hs
Ht

Fst

donde Ht es la heterocigosis esperada de un individuo tomado al azar dentro del

total de las poblaciones, y Hs es la heterocigosis media esperada en dicha poblacion.

11.8.6. Arboles filogenéticos.

Podemos definir como filogenia una reconstruccioén de la historia evolutiva de
un grupo de organismos, siendo el arbol filogenético la reconstruccién grafica de esta

evolucion.

Los dendrogramas se pueden construir partiendo de numerosos y diversos
datos: genéticos, proteicos, morfolédgicos, fisiolégicos, histoquimicos, etc. En general
se puede hacer una distincién entre datos fenéticos y datos cladisticos. Las relaciones
fenéticas son definidas por Sneath y Sokal (1973) como similitudes basadas en un
grupo de datos fenotipicos de los organismos en estudio, mientras que las relaciones
cladisticas contienen informacion acerca sobre el ancestro lo que les confiere caracter

evolutivo. Ambas relaciones se representan por medio de arboles filogenéticos o
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dendrogramas. En ocasiones se usan los términos fenograma y cladograma segtn la
informaciéon que se evalte. En el cladograma es imprescindible el concepto de
tiempo entre los grupos de organismos que se comparan, mientras que en el

fenograma este concepto no lo es.

En general los arboles filogenéticos evaltan las coincidencias y diferencias entre
un grupo de organismos. Cuantos mas caracteres muestran en comun dos
organismos, presumiblemente mas unidos evolutivamente estaran, y mas cercanos

dentro del arbol.

En el caso de los arboles basados en distancias genéticas podemos considerar
dos métodos principales de agrupamiento: UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using arithmetic average) (Sneath y Sokal, 1973) y Neighbour-Joining (NJ)
(Saitou y Nei, 1987).

El método UPGMA es el método mas simple de construcciéon de un arbol que
asume que los grados de evolucién entre los diferentes grupos son practicamente
constantes. En primer lugar busca los dos grupos que son mas similares y entonces
los trata como un nuevo grupo Unico, con el que va a comparar los restantes y a

proceder de forma similar con el resto de forma sucesiva.

El método NJ esta basado en el principio de evolucién minima que no requiere
que el grado de evolucién de los grupos que participan sea el mismo, de modo que se

trata de un arbol sin raiz y sin implicaciones evolutivas para los grupos bajo estudio.

Una via para valorar la fiabilidad del agrupamiento mostrado por cualquiera de
los dos métodos, es lo que se conoce como bootstrapping (Weir, 1990), consistente en
la creacion de pseudoréplicas mediante remuestreo. El bootstrapping permite valorar
si la distribucion de caracteres ha estado influenciada por efectos estocasticos. Las
pseudoréplicas son generadas por muestreo aleatorio de la matriz de caracteres
original para crear un nueva matriz del mismo tamafio que la original. La frecuencia
con la que una rama dada es encontrada es grabada como la proporcion de bootstrap.
Estas proporciones pueden ser usadas de forma cautelosa como una medida de la

fiabilidad de las ramas individuales en el arbol 6ptimo.
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I1.8.7. Anélisis de correspondencia.

Una medida de diversidad genética basica es la que se obtiene de aplicar un
andlisis cldsico multivariante factorial, el Andlisis de Correspondencia (Benzécri,
1973; Lebart, Morineau y Tabard, 1977; Excoffier y Pages, 1990) el cual permite
estudiar una variable cualitativa (raza) en funcién de otras variables cualitativas
(alelos) y en el que el término clasico de inercia puede ser asimilado al de diversidad.
En definitiva, el andlisis de correspondencia establece relaciones entre categorias de
variables, definiendo similitudes o diferencias entre ellas, lo que permite después su
agrupamiento si se detecta que existe “correspondencia” entre ellas. Esta
aproximacion fue desarrollada por Cavalli-Sforza y col. (1994), aplicada a datos de

varias poblaciones humanas.

El analisis se efecttia a partir de una tabla de contingencia por raza en la que las
tilas estan constituidas por la variable a explicar (la raza) y las columnas el conjunto
de variables explicativas (los alelos), tratindose de la modalidad de correspondencia
multiple en el que los diferentes loci se consideran no ligados (Lebart y col., 1995).
Los resultados permiten obtener la importancia relativa (inercia) tanto de las
poblaciones como de los alelos con una representaciéon grafica mediante un sistema
de puntos situados en un espacio euclidiano y la verificacién de su grado de

robustez.

Este sistema es especialmente interesante en el caso de poblaciones en las que se
sabe que ha existido migracién, ya que la construccion de &rboles taxondmicos
contradice los principios de reconstruccion de filogenias (Felsenstein 1982). Esta
situacion se encuentra con frecuencia en razas o poblaciones que pertenecen a la
misma especie, como son los estudios de poblaciones humanas (Saha y Tay, 1992;
Ayala y col,, 1994; Saha y col., 1995; Bosch y col., 1997; Jorde y col.,, 1997) o en
estudios de especies domésticas (Grosclaude y col., 1990; MacHaugh y col., 1997;
Cybron y col., 1999; Yang y col., 1999; Hanslik y col., 2000; Wimmers y col., 2000).

I1.8.8. Asignacioén racial.

El alto nivel de polimorfismo mostrado por los microsatélites ha permitido la
utilizacién de los genotipos de los animales para determinar su poblacién de origen
(Waser & Strobeck, 1998; Davies y col., 1999). Este tipo de procedimientos ha sido

utilizado con diferentes objetivos, tales como detectar la demarcaciéon de
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determinadas poblaciones (Paetkau y col, 1995; MacHugh y col., 1998; Primmer y
col., 1999; Roques y col., 1999; Bjornstad & Roed, 2001), comparar los niveles de
dispersion sexual (Favre y col., 1997), investigar las rutas migratorias y los habitat de
invierno de algunas aves desde diferentes dreas de cria (Haig y col., 1997), con
propositos forenses (Primmer y col., 2000), y también podrian ser utilizados para
examinar la procedencia de productos de origen animal que se comercializan en
diferentes mercados, o lo que es lo mismo trazar su origen, especialmente en el
mercado actual, donde la calidad en muchas ocasiones va asociada al nombre de una

determinada raza.

Para la investigaciéon de la poblaciéon de origen de la muestra anénima es
esencial cuantificar la diferenciacién racial. Se han desarrollado diversos métodos
que podemos clasificar en dos categorias: la primera categoria agrupa a los
“métodos generales”, los cuales pueden ser aplicados a cualquier tipo de datos, e
incluyen el andlisis discriminante y el método de redes neuronales, que han sido
usados y comparados por Taylor y col. (1994) y Cornuet y col. (1996), con resultados
contradictorios. La segunda categoria incluye los métodos genéticos, los cuales solo
pueden ser aplicados a los datos genotipicos (Paetkau y col., 1995; Favre y col., 1997);
Rannala y Mountain 1997). Todos estan basados en el computo y comparacién de la
verosimilitud con que el genotipo de un individuo puede ocurrir en cualquiera de los
dos o mas taxones candidatos. Estos métodos han probado ser efectivos (Waser y
Strobeck, 1998), pese a que su eficacia recae sobre dos asunciones no siempre
facilmente asumibles: los loci deben estar en equilibrio Hardy_Weinberg y en

equilibrio de ligamiento.

Un dltimo método de asignacion estd basado en las distancias genéticas entre
un individuo y una poblacién, en cuyo caso no son necesarias las asunciones de
equilibrio aunque su eficiencia es menor que la de los métodos basados en

verosimilitudes.
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ITI. OBJETIVOS.

Los objetivos de este trabajo han sido:

1.- Cuantificar y comparar los niveles de variabilidad genética en las razas

analizadas.

2.- Estimar las relaciones genéticas entre las razas autéctonas espafiolas que estdn

historica- y geograficamente préximas.

3.- Valorar la capacidad del conjunto de microsatélites empleado, como
herramienta con la que poder asignar muestras anénimas a alguna de las razas

analizadas en este estudio.
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IV. MATERIAL Y METODOS
IV.1. Muestreo de las razas incluidas en el estudio.

En este estudio se han analizado un total de 540 animales pertenecientes a ocho
razas diferentes (Figura 4.1.), cinco de las cuales se encuentran dispersas por diversas
zonas del norte de la peninsula (Asturcéon (AST), Losina (LOS), Pottoka (PT), Caballo
de Pura Raza Gallega (CG) y Jaca Navarra (JN)), dos pertenecen al archipiélago
balear (Mallorquina (MAL) y Menorquina (MEN)), y una dltima raza, que se ha

introducido como grupo de referencia (outgroup) (Pura Sangre Inglés (PSI)).

Pottoka

Mallorquina

Figura 4.1.: Localizacién geografica de las razas analizadas en este estudio.

En la Tabla 4.1. aparecen los datos del nimero de animales analizados por raza,
el censo aproximado actual de cada raza, y la existencia o no de un Libro

Genealodgico de cada una de ellas.
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Tabla 4.1.: Raza, origen geogréfico, censo actual de la poblacién, y existencia y fecha de creacién del

Libro Genealégico.

) Ntmero de Existencia de
Origen Censo de la
Raza ) animales . Libro Genealdgico
Geografico Poblacién
muestreados (Ao de Creacion)
Caballo de Pura | - 5,154 72 10000-100000 Si (1998)
Raza Gallega
Asturcon Asturias 119 750 Si (1981)
ICONA 61
Borines 40
La Vita 18
Losina Burgos 65 200 S (1998)
Pottoka Pais Vasco 51 <1000 S (1995)
Jaca Navarra Navarra 122 375 Si (2001)
Mallorquina Mallorca 20 200 Si (1993)
Menorquina Menorca 31 1000 Si (1994)
Pura Sangre 60
Inglés

En el caso de la Raza Asturcon la toma de muestras se hizo a partir de tres
nucleos aislados reproductivamente en las tiltimas generaciones, denominados por la
zona geografica a la que corresponden (Borines y La Vita), y por el nombre del

organismo que las gestionaba (ICONA).

En el caso del Caballo de Pura Raza Gallega, las muestras analizadas

corresponden a tres zonas geogréficas diferentes, Pontevedra, La Corufia y Lugo.

Las muestras de la raza Losina, provienen de un solo ntcleo geogréfico,

enclavado en la localidad de Pancorbo, y gestionado por un solo criador.

Las muestras de la raza Jaca Navarra pertenecen a ocho criadores diferentes que

se asientan en 6 localidades: 60 muestras de Sabaiza, donde reside un nucleo de
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conservacion y referencia perteneciente al Gobierno de Navarra, 9 muestras de
Beinza-Labayen, 4 muestras de Mendigorria, 13 muestras de Iturgoyen, 30 muestras

de Vidaurre, y 5 muestras de Osacar.

Las muestras de las razas Pottoka, Mallorquina y Menorquina, y la Raza Pura
Sangre Inglés, fueron cedidas por el Laboratorio de Grupos Sanguineos, secciéon de
ADN, de la Unidad de Cria Caballar en Cérdoba. En el caso de las muestras de
Pottoka, corresponden a cinco localidades diferentes: Amorebieta (5), Berango (12),
Encartada (9), Pagoeta (13), y Sollube (12).

IV.2. Metodologia laboratorial para el genotipado de los animales.

IV.2.1. Extraccion de ADN a partir de las muestras biolégicas individuales.

El material biolégico estudiado en todos los animales que componen el estudio

fue sangre entera recogida en un medio conservante.

Partiendo de sangre se realizé una extraccion del ADN contenido en los
leucocitos, siguiendo un método de extracciéon conocido como “salting out” (Miller y
col., 1988) descrito en la Tabla 4.2. y 4.3.

Tabla 4.2.: Protocolo de extraccién de ADN a partir de muestras de sangre.

1.- Mezclar por inversion 1,5 ml de sangre entera + 1 vol. (TKM1 + Nonidet P-
40).

2.- Dejar en hielo 10 minutos mezclando ocasionalmente.
3.- Centrifugar a 800 g durante 15 minutos.
4 .- Retirar el sobrenadante reteniendo el sedimento.

5.- Anadir 4 ml de TKM1 al sedimento. Lavar y resuspender el sedimento por
inversion o vortex ligero.

6.- Centrifugar a 800 g durante 10 minutos.
7.- Retirar el sobrenadante reteniendo el sedimento.

8.- Repetir los pasos 5 a 7 hasta que no se observe hemoglobina en el
sedimento.

9.- Resuspender el sedimento en 1,8 ml de tampén B.
10.- Afiadir Proteinasa K (0,3 mg/ml)

11.- Mezclar por inversiéon durante 15-30 segundos.
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12.- Afiadir 250 pl de SDS 10%.
13.- Mezclar por inversion.
14.- Incubar a 51 °C 2-3 horas.
15.- Anadir 1 ml de NaCl5 M

16.- Mezclar con fuerza durante 15-30 segundos para que precipiten las
proteinas.

17.- Centrifugar 15-20 minutos a 5000 rpm.

18.- Recoger el sobrenadante por inversién en un tubo pirex.

19.- Anadir 2,5 vol. de etanol 100% a -20 °C.

20.- Mezclar suavemente por inversion hasta que precipite el ovillo de ADN.
21.- Recoger el ovillo y lavarlo con etanol 70% a -20°C.

22.- Dejar secar al aire

23.- Resuspender en 200 pl de agua autoclavada.

Tabla 4.3. : Composicién quimica de los tampones empleados en la extraccién de ADN.

TAMPON TKM1 + NONIDET P-40 | TAMPON B

10 mM Tris-HC1 (ph 7,5) 10 mM Tris-HCI (ph 7,5)
10 mM kCl 25 mM EDTA (ph 8,0)
10 mM MgCl> 75 mM NaCl

2 mM EDTA (ph §,0)

NonidetP-40 2,5%

El ADN obtenido de cada animal se cuantificé por espectrometria y se valoré su

calidad midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda.

Los ADNs que presentaron indices de densidad 6ptica 260/280 nm entre 1,7 y
1,9 se llevaron a una concentracion final de 100 ng/pl. Estas alicuotas se almacenaron

a4 °C, y las soluciones madre se conservaron a -20 °C.

También se evalu6 el estado del ADN (calidad) por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 0,8% (Agarosa Estandar Media, Ecogen), con TBE 1X (Tris-HCI
90mM, Acido Bérico 90mM, EDTA 2mM, pH=8) tefiidos con Bromuro de etidio
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siguiendo protocolos estdndar (Sambrook y col., 1989). Las muestras de ADN se
mezclaron con tampoén de carga (Azul de Bromofenol 0,25%, Sacarosa 40%)
(Sambrook y col., 1989) y se cargaron en cubetas horizontales submarinas (Figura

4.2.). La electroforesis se realiz6 con voltaje constante a 80 voltios durante una hora.

Figura 4.2.: Gel de agarosa al 0,8% en el que se han sometido a electroforesis en la calle 1: Marcador
molecular de tamafio y en las calles 2 a 8 aproximadamente 2 pl del ADN genémico extraido y

resuspendido.

La calidad de las muestras se acepté como valida cuando no se detect6
presencia de ARN, y el ADN gendémico aparecia integro, sin fragmentar, definido

como una tnica banda.

IV.2.2. Seleccién de los marcadores genéticos empleados para el genotipado.

Los marcadores de eleccion para el estudio fueron los de tipo II o microsatélites.
De entre todos los descritos hasta el momento del estudio se eligieron aquellos que
formaban parte del panel de referencia del ISAG y que habian acreditado reunir unas
cualidades optimas para los objetivos del trabajo: segregacion mendeliana,
polimorfismo elevado, facilmente abordables en el laboratorio y consensuados a
nivel internacional. La bateria de 13 microsatélites seleccionados incluye los descritos

en la Tabla 4.4. y su posicion cromosomica en los Anexos 14 a 21.

En todos los casos se trata de microsatélites de tipo dinucleétido, con motivos

de repeticién homogénea (TG).
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Tabla 4.4.: Microsatélites empleados para el analisis de las razas estudiadas, referencias bibliograficas

y cebadores empleados para su amplificacion.

Locus Secuencias de los cebadores (5'-3") Locus Secuencias de los cebadores (5'-3")
HTG4 CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC HMSé6 GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG
Ellegren CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC | Guériny col | 1 ATCTTGTGAAGTGTAACTCA
col. (1992) (1994)
HTGe6 CCTGCTTGGAGGCTGTGATAAGAT HMS7 | cAGGAAACTCATGTTGATACCATC
Ellegren y Guérin y col.
SoBi56s | GTTCACTGAATGTCAAATTCTGCT (oot " | TGTIGTIGAAACATACCTTGACTGT
HIG7 CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG ASB2 CCTTCCTGTAGTTTAAGCTTCTG
Marklund y |\ A A AGTGTCTGGGCAGAGCTGCT | Breenycol | A cA ACTGAGTTCTCTGATAGG
col. (1994) (1997)
HTG8 | cAGGCCGTAGATGACTACCAATGA | AHT4 AACCGCCTGAGCAAGGAAGT
Marklund y Binns vy col.
TorNi6s | TTTTCAGAGITAATTGGTATCACA S CCCAGAGAGTTTACCCT
HTG10 CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA AHTS5 ACGGACACATCCCTGCCTGC
Marklund y | 1P prrATTCTGATCTGTCACATTT | Binns y col. GCAGGCTAAGGGGGCTCAGC
col. (1994) (1995)
HMS2 VHL20
ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG
L. Van
Gu’ﬁg‘g}}’)@ CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAATG | Haeringeny | AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG
col. (1994)
HMS3

Guérin y col.

(1994)

CCAACTCITTGTCACATAACAAGA
CCATCCTCACTTITTTCACTTTGIT

1V.2.2.a. Amplificacion por PCR de los microsatélites seleccionados.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando un termociclador automatico
(PTC-200, MJ Research).

El volumen final de amplificacién se optimizé para 10 ul y una composicion de:
ADN 50 ng; 5 pM de cebadores; 200 pM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Pharmacia); 50 mM KCI; 1,5 a 2,5 mM MgClp; 10 mM Tris-HCl (pH 9,0) y 0,3 U Tfl
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ADN polimerasa (Epicentre Technologies, Madison, WI 53713, EE.UU.). El resto de

condiciones de amplificacién aparecen en la Tabla 4.5..

Tabla 4.5.: Condiciones laboratoriales empleadas para la amplificacién de los microsatélites:

temperatura de hibridacién, concentracién de cloruro de magnesio y ntimero de ciclos de

amplificacién. Tamafio del producto amplificado.

Locus Tm | MgCl:(mM) | Ciclos Tamaifio del amplicon
HTG-4 55 2.5 30 129-141
HTG-6 55 2.5 30 84-106
HTG-7 55 2.5 30 118-128
HTG-8 55 2.5 30 176-192
HTG10 55 2.5 30 94-114
HMS-2 60 25 35 216-238
HMS-3 60 25 30 150-172
HMS-6 60 25 35 159-173
HMS-7 60 25 30 170-186
ASB-2 60 25 30 154-188
AHT-4 60 2 30 148-164
AHT-5 60 1.5 30 128-142
VHL20 60 2.5 30 87-105

Los programas de amplificacion siguieron la estructura clasica:

- Paso 1: desnaturalizacién inicial 95 °C 3 minutos.

30 a 35 ciclos que incluyen los pasos 2 a 5:

- Paso 2: desnaturalizacién 95 °C 45 segundos.

- Paso 2: hibridacién 55-60 °C 45 segundos.

- Paso 3: hibridacién 72 °C 45 segundos.

- Paso 4: extension final 72°C 10 minutos.
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El producto final amplificado se chequeé en un gel de azarosa (Figura 4.3.), para
comprobar su especificidad y si presentaba un tamafio acorde al descrito en la

bibliografia.

1 2 3 M1 M24 5 6

Figura 4.3.: Imagen de un gel de agarosa. Carreras 1-6, individuos amplificados

para el microsatélite HTG8. M1y M2, marcadores de tamarfio.

IV.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida del producto amplificado.

El producto amplificado se someti6 a electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida. Este tipo de geles presentan las ventajas con respecto a los de agarosa
de que poseen un mayor poder de resoluciéon y su entramado mds fino permite
discriminar mds claramente hasta diferencias de un nucleétido. Las condiciones de
electroforesis fueron desnaturalizantes y para ello se elaboraron geles que contenian

urea. La composicion de estos geles aparece descrita en la Tabla 4.6..

Tabla 4.6.: Concentraciéon de los reactivos empleados en la elaboraciéon de los geles de

poliacrilamida.

Acrilamida-bis-acrilamida (19:1) 8%

Urea7 M

Tampoén TBE 0,5 X (Tris-HCl 45mM,, Acido Bérico 45mM, EDTA 1mM, pH=8)
TEMED* 0,2%.

Persulfato amonico 0,7 %

Debido al minimo grosor de los geles (0,35 mm) fue necesario tratar

previamente los cristales con dos productos Bind Silane (Pharmacia) y Repel
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(Pharmacia), que permitian manejar el gel de poliacrilamida adherido al cristal

tratado con Bind Silane.

El producto amplificado, previamente desnaturalizado a 95 °C durante cinco
minutos y diluido en una solucién tampén de carga, que mantiene las condiciones
desnaturalizantes y aporta densidad y color a la muestra (Tabla 4.7.), se cargé en los

geles de poliacrilamida.

Tabla 4.7.: Composicién del tampoén de carga del producto amplificado en los geles de poliacrilamida.

EDTA 5,5Mm; pH=8
Xilén-cianol, 0,05%
Azul de bromofenol, 0,005% /

Formamida desionizada

Las condiciones de migracion electroforética fueron las siguientes: 1500-2000
Voltios, 15 Watios y 60 MiliAmperios, a una temperatura de 60 °C, durante un
tiempo que varié entre las dos y cuatro horas, dependiendo del tamafio del

amplicon.

Para poder visualizar el producto amplificado tras la electroforesis, los geles se
tifieron siguiendo el protocolo descrito por Bassam y col. (1991), con modificaciones,

que aparece en la Tabla 4.8..

Tabla 4.8.: Protocolo de tefiido con nitrato de plata de los geles de poliacrilamida.

1.- FIJACION del ADN al gel: bafar el gel en una solucién de 4cido acético al

10% durante 2 minutos.
2.- Eliminar los restos de &cido acético con un lavado con agua MilliQ.

3.- TINCION: baiar el gel en una solucién de AgNO3 0,1% y formaldehido al

37%, durante 15 minutos.
4.- Eliminar los restos de AgNOs con un lavado con agua MilliQ.

5.- REVELADO: bafiar el gel en una solucién de Carbonato sédico, Na2COs
0,07M; tiosulfato s6dico, NaxS:03x5H20 al 1% y formaldehido al 37%, hasta

obtener la imagen esperada.

6.- Eliminar los restos de carbonato sédico mediante lavado con agua MilliQ.
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7.- PARO: Paro del revelado, anadiendo una soluciéon de acido acético al 10%

conservada a 4°C.
8.- Eliminar los restos de acido acético mediante lavado con agua MilliQ.

9.- CONSERVACION: bafiar el gel en una solucién de agua y glicerol al 10%.

IV.2.4. Genotipado de los animales.

De forma simultanea a la electroforesis de las muestras a genotipar se carga un
marcador de tamafio (plasmido pBR cortado con Haelll) el cual ofrece un patrén de
bandas muy adecuado para extrapolar el tamafio en pares de bases, de las bandas
amplificadas de los microsatélites. Al mismo tiempo y en todos los geles se
incluyeron un minimo de dos individuos de referencia genotipados inicialmente y
que permiten conectar todos los geles y evidenciar cualquier problema de migracion

durante la electroforesis.

Como medidas de control adicionales para minimizar los errores de genotipado
se repitieron las imagenes dudosas y se hicieron réplicas de individuos tomados

aleatoriamente.
IV.3. Analisis estadistico de los resultados.

IV.3.1. Estimacién de parametros indicativos de la variabilidad genética dentro de

poblaciones.

1V.3.1.a. Calculo de las frecuencias alélicas.

Una vez conocido el genotipo de cada uno de los animales muestreados que
intervienen en este estudio se calcularon las frecuencias alélicas de cada microsatélite
en todas las razas. Este calculo se realizé aplicando la siguiente férmula por medio
del programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981):

Pijc=2(nii+ni) /2N

donde Pjj es la frecuencia del alelo i dentro de la poblacién k para el locus j, ni; es el
namero de animales heterocigotos para el alelo i, n; es el nimero de animales
homocigotos para el alelo i y N es el namero total de animales genotipados para el

locus .
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El ntmero medio de alelos (NMA) encontrado en la muestra completa de cada
raza, y en una muestra reducida de cada una, establecida con el fin de evitar
cualquier correlaciéon entre el tamafio de la muestra y el nimero de alelos, se

calcularon por medio del programa BIOSYS.
1V.3.1.a.1. Distribucion de las frecuencias alélicas.

Las frecuencias alélicas de cada microsatélite y raza se representan graficamente
por medio de unos histogramas, elaborados con una hoja de calculo del programa
EXCEL® (Microsoft).

También se representan por medio de histogramas (EXCEL®, Microsoft), la

distribucion de las frecuencias alélicas medias de todas las poblaciones.

Un andlisis paralelo consistié en comparar la distribucién de las frecuencias
alélicas entre una poblacion reducida de las razas distribuidas por la zona norte de la
peninsula, razas atlanticas (25 animales por raza = 125 animales), y los 45 animales

de las razas distribuidas por las islas de Mallorca y Menorca, razas mediterraneas.

I1V.3.1.b. Heterociqosis.

Las heterocigosis esperada (He) y observada (Ho) se calcularon mediante el
programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981).

La Ho para un locus j es la proporciéon entre el ntimero de animales

heterocigotos observados y el nimero total de genotipos para ese locus.

La diversidad génica o heterocigosis esperada (He), para cada raza, se ha calculado

por locus, j, mediante el siguiente estimador:

2n-1

donde 7n es el numero total de individuos muestreados, r es el nimero de alelos del

locus j y x;j 1a frecuencia ponderada del alelo i del locus j.
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La heterocigosis total esperada (Hr), es el promedio de las Hej de todos los R loci

analizados:

La He para cada locus j en el conjunto de la poblacién, se calculé a partir del

siguiente estimador:

2n-1

donde 1 es el nimero de individuos muestreados en la poblacién p, r es el nimero de

alelos del locus j y ijy es la frecuencia del alelo i del locus j en la poblacién p.

La Hr para cada poblacion, se calculé promediando sobre todos los loci sus He

respectivas.

1V.3.1.c.Equilibrio Hardy-Weinberg.

Buscando la asociacién que pudiera existir entre los dos alelos que un individuo
recibe para un locus especifico y el posible efecto que puedan tener algunas fuerzas,
como la mutacion, seleccién, migracién, subdivision de poblaciones (efecto
Wahlund), etc., sobre las frecuencias alélicas en el tiempo, se utilizaron dos
procedimientos que estiman la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg en las

poblaciones estudiadas:

a) para cada locus/poblacion siguiendo el algoritmo de cadenas de Markov (Guo y
Thompson, 1992) incluido en el paquete GENEPOP version 3.1 (Raymond y Rousset,
1995).

b) para cada una de las combinaciones loci/poblacién mediante un test ji-cuadrado

siguiendo el método de Fisher, (Raymond y Rousset, 1995), siendo:

- 100 -



Material y Métodos

ey

donde r es el ntimero total de loci en cada raza y Pi es el valor de P para el locus i en

dicha raza (Raymond y Rousset, 1995), por medio del programa BIOSYS.

1V.3.1.d Estimacion de un episodio reciente de cuello de botella.

Se han descrito diversos métodos que permiten conocer si una poblacién ha
atravesado recientemente un cuello de botella, pero quiza uno de los mas sencillos es

el descrito por Luikart y col., (1998), llevado a cabo en este estudio.

Se trata de un método grafico consistente en agrupar los alelos de al menos 5
loci en 10 categorias de frecuencias alélicas, y crear un histograma con ellas. Las 10
categorias son: 0,001-0,100, 0,101-0,200, 0,201-0,300, etc. Se definen como frecuencias
alélicas bajas, las incluidas en el rango 0,001-0,100, frecuencias alélicas medias, 0,101-
0,900, y frecuencias alélicas altas, 0,901-1,000. El método grafico concluye que una
poblacion ha atravesado recientemente un cuello de botella si las observaciones
encontradas dentro de la categoria de frecuencias alélicas bajas es menor que una o

mas de las observaciones encontradas en las frecuencias alélicas intermedias.

Adicionalmente se ha realizado otro test descrito por Cornuet y Luikart (1996),
considerando que cuando una poblacién experimenta una reduccién en su tamafio
efectivo, generalmente se desarrolla un exceso de la heterocigosis observada en
contraposicion a la esperada en una poblacién en equilibrio, que persiste s6lo un
cierto numero de generaciones hasta alcanzar de nuevo el equilibrio. Este exceso de
heterocigosis observada, se debe al hecho de que cuando se produce un descenso en
el tamafio efectivo de la poblaciéon lo primero que se reduce son los alelos que
presentaban una baja frecuencia, y que realmente contribuian de una forma muy

pequena a la heterocigosis.

Tanto el test descrito por Luikart como el de Cornuet, se han calculado por

medio del programa Bottleneck (Piry y col., 1999).
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IV.3.2. Andlisis de la diferenciacion genética entre poblaciones.

I1V.3.2.a. Test de diferenciacion ¢énica por pares de poblaciones y sobre el total de las razas.

Por medio del programa GENEPOP version 3.1 (Raymond y Rousset, 1995) se
ha llevado a cabo un anélisis de diferenciacion génica de las poblaciones incluidas en
el estudio. El andlisis se ha realizado considerando pares de poblaciones y el total de

las mismas.

Se ha calculado por locus el test exacto de Fisher descrito por Raymond y
Rousset (1995), adoptando como hipétesis nula Ho que la distribucién alélica a través

de las poblaciones es idéntica.

I1V.3.2.b. Calculo de los estadistico F de Wright.

La estimacién de estos parametros, se llevo a cabo mediante el programa FSTAT
(Goudet, 1995). Para contrastar las hipétesis nulas Fis=0, Fir=0y Fsr=0, se utilizé6 un
test de permutaciones aleatorias. La desviaciéon tipica se obtuvo mediante el

procedimiento de remuestreo bootstrap (1500 iteraciones) (Weir, 1990).

Zrageay =20R(r=1)

El nivel de significacién de Fst se calculé mediante el estadistico ji-cuadrado de
Workman & Niswander (1970) donde 7 es el tamafo de la muestra, r es el nimero

de alelos, s es el nimero de poblaciones y (r-1)(s-1) los grados de libertad.

1V.3.2.c. Calculo del coeficiente de diferenciacion ¢énica (Gsr)

Los valores de Gsr se estimaron por medio del programa DISPAN (Ota T, 1993).

Gst = Ds1i/Ht

1V.3.2.c. Andlisis filogenético.

1V.3.2.c.1. Estima de distancias genéticas entre poblaciones.

Se estimaron dos tipos de distancias genéticas entre pares de poblaciones. De

entre todas las posibilidades se seleccionaron dos de las que mejor se adaptan al tipo
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de informacion estudiada. La primera de ellas es la que se conoce como distancia Da
de Nei (1983), y la siguiente es la medida Fsr (Wright, 1965).

En el primer caso se calcul6é por medio del programa DISPAN, y en el segundo
por el programa GENEPOP.

Ambas medidas, son ideales en el caso de poblaciones genéticamente muy
proximas, y por tanto que no divergieron hace mucho tiempo, donde la causa

fundamental de la diferenciacién proviene de la deriva genética.

El namero de migrantes mdximo que se puede establecer entre un par de
poblaciones sin que se altere la distancia genética existente entre ambas, fue

calculado por el programa GENEPOP partiendo de la férmula:

1.1
Nm==-(—-1
4(FST )

La correlacién entre las dos matrices de distancias genéticas obtenidas, se

calcul6 por medio de una hoja de célculo del programa EXCEL® (Microsoft).

La matriz de correlaciones entre los valores de Fst de cada microsatélite se

calcul6é por medio de una hoja de célculo del programa EXCEL® (Microsoft).
1V.3.2.c.2. Construccion de drboles filogenéticos.

Las matrices de distancias genéticas generadas se utilizaron para construir los
arboles filogenéticos consecuentes al aplicar el método UPGMA (Unweighted pair
group method using arithmetic averages) (Sneath and Sokal, 1973) para la reconstrucciéon

de filogenias.

En el caso de la distancia Da, el programa DISPAN sirvi6 para elaborar el drbol
tilogenético, y ademads se calcul¢ la verosimilitud de las ramas por medio del método

de remuestreo bootstrap (Weir, 1990), aplicando 1000 réplicas.

El arbol generado a partir de la matriz de distancias Fsr se construy¢6 utilizando
el programa MEGA (Sudhir y col., 2001).
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1V .3.2.d. Medidas de similitud entre individuos.

El hecho de que los microsatélites presenten un nivel tan alto de polimorfismo
hace que sean capaces de diferenciar los individuos dentro y entre poblaciones, lo

que permite que puedan ser tratados como unidades taxondmicas operacionales
individuales (OTUs).

En este sentido se ha aplicado la férmula Bowcock y col., 1994, que se basa en la

proporcion de alelos compartidos.

Los datos empleados para este estudio comprenden una total de 262 animales
seleccionados aleatoriamente, repartidos del siguiente modo: Asturcon (67), Jaca
Navarra (25), Losina (25), Caballo de Pura Raza Gallega (50), Pottoka (25), Pura
Sangre Inglés (25), Menorquina (25) y Mallorquina (20).

La matriz de distancias generada se traté con el método UPGMA y se construy6

un arbol de distancias por medio del programa MEGA.

1V .3.2.e. Andlisis de Correspondencia.

El andlisis de correspondencia es un analisis de componentes principales
aplicado a variables cualitativas que, al no poder utilizar correlaciones, se basa en la
distancia no euclidea del y2. Con él es posible no s6lo detectar si existe alguna
relacion significativa entre dos o mas variables cualitativas, sino que dentro de ellas

detecta cuales son las categorias entre las que existe asociacion.

Mediante el andlisis de correspondencia se ha condensado la informacién de un
gran namero de alelos y loci en un menor ntimero de variables sintéticas o factores,
con el objetivo de estimar cuales son las relaciones genéticas entre las razas del

estudio.

Por medio de un ntmero reducido de factores, generalmente dos o tres, es
posible explicar gran parte de la inercia de las categorias de las variables que

contribuyen en mayor medida al reparto de la diversidad.

Partiendo de la tabla de genotipos y aplicando el programa GENETIX (Belkhir y
col., 1996) se han calculado los valores de inercia atribuibles a los tres primeros

factores, asi como la contribucién de cada una de las razas a la inercia de cada factor,
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y los alelos més importantes en cuanto a su contribucién a la inercia de los tres
principales factores. Las representaciones gréficas de las poblaciones dentro de los

ejes principales también se generaron a partir del programa informatico GENETIX.

1V.3.2.f. Asignacion racial.

Con el objetivo de asignar individuos anénimos a poblaciones se desarrollaron 3
procedimientos diferentes utilizando el programa GENECLASS (Cornuet y col,,
1999).

Para los tres métodos se calculé6 una asignaciéon directa a la poblacion mas

probable.
1V.3.2.f.1. Métodos basados en frecuencias.

El primer método es el denominado método de frecuencias (Paetkau y col.,,
1995), el cual asigna un individuo a la poblacién en la que el genotipo del individuo
puede ocurrir con mayor probabilidad. Se suponen | loci independientes tipados en
las I poblaciones de referencia y en los individuos anénimos. La frecuencia del alelo k
del locus j en la poblaciéon i es pikx. Asumiendo equilibrio Hardy-Weinberg, la
probabilidad de que el genotipo ArAr ocurra en la poblacién I es igual a (pij)? si k=k’
y del locus j es 2piupijxsi k#k’.

Desde el momento que se suponen | loci independientes, la probabilidad de que
ocurra un genotipo multilocus en una poblaciéon dada es el producto de las

probabilidades de cada locus.

Para evitar que una poblaciéon quede excluida por no ser portadora de alguno
de los alelos de los individuos anénimos, se decidi6é reemplazar las frecuencias nulas

por un pequefio valor constante (0,01).
1V.3.2.f.2. Métodos Bayesianos.

El segundo método es el denominado método Bayesiano, inspirado por Rannala
y Mountain (1997), el cual asume una densidad de probabilidades a priori igual, para
las frecuencias alélicas de cualquier locus en cualquier poblacién. La probabilidad
marginal de observar un individuo con el genotipo AkAk” en el locus j en la poblaciéon

i equivale a:
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(nik +1/ Kj + D) (niik + 1/ Kj)
(nij + 2)(nij +1)

si k=k’

2(nijk + 1/ ki) (nij + 1/ kj)
(nij + 2)(nij +1)

si k#k’

nijk es el namero de alelos k muestreados en el locus j de la poblacién i (sin contar el

individuo que debe ser asignado), n;; es el nimero de copias de genes muestreadas
. o ki .

para el locus j en la poblacién i ni =ij:lnijk y ki es el ntmero total de alelos

observados en el conjunto de poblaciones para el locus j.
1V.3.2.1.3. Métodos basados en distancias genéticas.

Et tercer método es el método basado en distancias, el cual asigna el individuo a
la poblacién mas préxima. Este método requiere definir una distancia entre un
individuo y una poblacién. Se consideraron 6 distancias genéticas adaptadas al caso
particular de enfrentar un individuo a una poblacién: distancias de Nei (distancia
Standard de Nei, distancia minima de Nei y distancia DA de Nei), distancia cuerda
de Cavalli-Sforza y Edwards, distancia (du)? de Goldstein, y Das (Chakraborty y Jin,
1993).
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V.RESULTADOS
V.1. Patrones de amplificacién de los microsatélites.

Los microsatélites mostraron patrones de amplificaciéon con diferentes niveles
de complejidad atendiendo a la existencia de bandas sombra en mayor o menor
nimero y a la presencia o no de la adenina adicional que se afiade durante el proceso

de extension a los fragmentos amplificados (Figura 5.1. a 5.6.)

Los microsatélites con un patrén més sencillo fueron HTG8 y HMS2 (Figura 5.1.
y 5.2.). En el caso del dltimo, la complejidad es consecuencia de la longitud del
amplicén, con una diferencia de 22 pb entre el alelo mas largo y mas corto. En los
individuos heterocigotos para ambos alelos, el alelo mas largo se vio perjudicado en
su nivel de amplificacién frente al mas corto, y éste aparecia como una banda menos

intensa.
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Figura 5.1.: Imagen del patréon de amplificacion del microsatélite HTGS.
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Figura 5.2.: Imagen del patrén de amplificaciéon del microsatélite HMS2.
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El microsatélite con el patrén de amplificacién mas complejo fue AHTS (Figura
5.3.), que ademas de amplificar a una temperatura de hibridacién superior a la del
resto (Tm 65 °C), se acompafiaba de numerosas bandas sombra.
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Figura 5.3: Imagen del patrén de amplificacién del microsatélite AHTS.

El resto de microsatélites presentaron patrones de amplificaciéon con niveles de
complejidad intermedia entre los dos grupos anteriores.
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Figura 5.4.: Imdgenes de los patrones de amplificacién de los microsatélites HTG4, HTG7, HTG10 y
HMS?7.
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Figura 5.5.: Imédgenes de los patrones de amplificacion de los microsatélites HTG6, HMS3, HMS6 y
VHL20.
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Figura 5.6.: Imdgenes de los patrones de amplificacion de los microsatélites AHT4 y ASB2.
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V.2. Estimacién de parametros indicativos de la variabilidad genética dentro de

poblaciones.

El primer paso previo a cualquier calculo fue conocer el genotipo de todos los
individuos que participaron en el estudio para los 13 microsatélites analizados. Los
alelos encontrados se genotiparon nombrandolos como el tamafio en pares de bases

estimado a partir de individuos control y el marcador de tamafio empleado.

En la Tabla 5.1. aparece el nimero medio de alelos (NMA) encontrado en cada
raza para cada uno de los microsatélites, el nimero total de alelos encontrado por

locus y por poblacion, y el rango alélico en pares de bases, hallado en todas las razas.

Tabla 5.1.: Numero de alelos por microsatélite y por raza, nimero de alelos total por microsatélite y
por raza, nimero medio de alelos por raza (NMA) con su error estandar calculado sobre el tamafio de
muestra total y muestra reducida y rango alélico en pares de bases por microsatélite sobre todas las

razas. En rojo aparecen los valores mas altos y en azul los mas bajos.

Rango
Locus AST JN LOS CG PT MEN MAL PSI Total
alélico
HTG4 6 6 6 6 6 6 6 6 7 129-141
HTG6 8 5 6 9 6 5 6 5 10 84-106
HTG7 4 5 4 5 4 4 3 4 6 118-128
HTGS8 6 8 6 6 6 5 6 5 9 176-192
HTG10 9 10 8 10 9 8 9 7 11 94-114
HMS2 9 9 7 8 7 4 5 4 12 216-238
HMS3 7 9 7 8 8 5 8 6 10 150-172
HMS6 6 7 6 6 6 6 3 5 8 159-173
HMS7 7 8 6 9 7 7 7 5 9 170-186
ASB2 8 9 10 9 9 9 5 8 11 154-188
AHT4 8 8 7 9 7 8 8 4 9 148-164
AHT5 6 7 6 7 6 5 5 5 8 128-142
VHL20 8 10 9 9 10 8 7 4 10 87-105
NMA
71 7,8 6,8 7,8 7,0 6,2 6,1 52
completo
(040) (047) (043) (0,44) (045) (046)  (0,50)  (0,34)
(error estandar)
NMA
5,7 6,0 5,7 6,6 6,7 58 6,0 4,6
reducido
037) (049) (042) (043) (0,34) (034 (0,18  (0,26)
(error estandar)
TOTAL 92 101 88 101 91 80 79 69 120
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Entre todos los microsatélites estudiados se encontraron un total de 120 alelos
diferentes. El microsatélite que presenta un mayor namero de alelos diferentes es

HMS2, con 12 alelos, y el que menos HTG7 con 6.

El hecho de contar con mayor namero de alelos no significa tener un mayor
rango alélico, ya que ASB2 tiene 18 posiciones posibles (154-188) y solo tiene 11
alelos, mientras que HMS2 presenta una alelo por cada una de las 12 posiciones

posibles.

Las poblaciones que contaron con un mayor nimero de alelos fueron Jaca
Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega, con 101, y la que menos Pura Sangre Inglés,
con 69. Lo mismo ocurre al promediar el nimero de alelos por el ntimero de

microsatélites.

En la Figura 5.7. se muestra una representacion grafica del ntimero total y

medio de alelos encontrado por poblacién y por microsatélite.
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Figura 5.7.: a) Numero observado de alelos por raza para la totalidad de los microsatélites estudiados
(valores minimo y médximo) y ndmero medio de alelos observados por raza, b) Nimero observado de
alelos por microsatélite para todas las razas estudiados (valores minimo y mdximo) y ndmero medio

de alelos observados por microsatélite.

Cuando se redujo el tamafio de la muestra, Jaca Navarra, Caballo de Pura Raza
Gallega y Pottoka, fueron las razas que mostraron un mayor namero medio de alelos.
No se encontré una correlacion significativa entre el tamafio muestral y el nimero de

alelos detectados.
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En algunos de los microsatélites estudiados, aparecieron alelos exclusivos de
raza, es decir que solo se encontraban presentes en animales de esa raza,

especificandose en la Tabla 5.2..

Tabla 5.2.: Alelos exclusivos de raza.

Locus AST JN LOS CG PT MEN MAL PSI
HTG4 ° ° ° 141 ° ° ° °
HTG6 ° ° ° ° ° ° ° °
HTG7 ° 120 ° 128 ° ° ° °
HTGS8 ° ° ° ° ° ° ° °
HTG10 ° ° ° ° ° ° ° °
HMS2 ° 236 ° ° ° ° 230 216
HMS3 ° 172 ° 152 ° ° ° °
HMS6 ° ° ° ° ° 173 ° °
HMS7 ° ° ) 170 ° ° ° °
ASB2 ° ° ° ° ° ° ° °
AHT4 ° ° ° ° ° ° ° °
AHT5 ° 130 ° 128 ° ° ° )
VHL20 ° ) ° ° ° ° ° °

Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega fueron las poblaciones que
presentaron un mayor numero de alelos exclusivos, frente a Asturcén, Losina y

Pottoka que no mostraron ninguno.

V.2.1. Célculo de las frecuencias alélicas.

Para ilustrar mds graficamente el espectro y distribuciéon de las frecuencias
alélicas entre las razas, se han construido 13 histogramas, correspondiente cada uno a

un locus diferente.

En el histograma a) aparecen representadas las frecuencias alélicas por razas
dentro de ese locus, mientras que en el histograma b) aparecen las frecuencias
alélicas medias de todas las razas, con el fin de observar el modelo de distribucién al

que se ajustan.

El microsatélite HTG4 (Figura 5.8.) presenta una distribucion unimodal,
representada en su frecuencia mdés alta por el alelo 133, que se encuentra

aproximadamente en la mitad de la distribucién de los alelos.
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Destaca la presencia dnica del alelo 141 en la raza Caballo de Pura Raza

Gallega, situado en el extremo superior de la distribucién, y con una frecuencia del

4,2%. La raza Pura Sangre Inglés, presenta 5 alelos, pero tan solo entre el 129 y 133

acumulan el 91,7% de las frecuencias alélicas.

139

a) HTG4
0,6
0,5
0,4
0,3 T
0,2 |
0,1

ol :
129 131 133 135 137 139 141
AST JN LOS CG B PT PSI B MEN MAL
b) HTG4

141

Figura 5.8.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HTG4 por raza y diagrama con la

distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.
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El microsatélite HTG6 (Figura 5.9.) posee una distribucién polimodal, en la que

destacan los alelos 90 y 100, proximos a los dos mérgenes de la distribucion.

El alelo 92 es exclusivo de la raza Losina, con una frecuencia del 0,8%. El resto

de frecuencias alélicas presenta una distribucién muy similar entre todas las razas.
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Figura 5.9.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HTG6 por raza y diagrama con la

distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.
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El microsatélite HTG7 (Figura 5.10.) también posee una distribucién polimodal,

con dos modas en los extremos, alelos 118 y 126.

Aparecen dos alelos exclusivos de raza, el 120 (0,8%) en la Jaca Navarra, y el 128
(2,8%) en el Caballo de Pura Raza Gallega. El resto de alelos poseen frecuencias
similares en todas las razas, excepto el 122, en la Mallorquina, con un 45%, frente al
6,7% de media en el resto de las razas. Es destacable la presencia del alelo 126 en la

raza Menorquina con un 73 % de frecuencia.

a) HTG7
08 -

0,7

0,6

0,5 1]
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0,3 T

0,2

C T — T o T ‘V—EI—\

118 120 122 124 126 128
AST JN LOS CGH PT [ PSI HMEN ' MAL

b) HTG7

124

126 128

Figura 5.10.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HTG?7 por raza y diagrama con

la distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.
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El microsatélite HTGS8 (Figura 5.11.) posee una distribucién polimodal, con tres
modas en los alelos 176, 180 y 186.

La distribucién de las frecuencias alélicas entre las razas es similar, y tan sélo
destaca el alelo 186 en Pura Sangre Inglés, con el 65% de las frecuencias y la practica
ausencia del alelo 176 en la raza Mallorquina, que esta muy presente en las razas del

tronco atlantico.

a) HTG8
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b) HTGS

0,35

0.25

0,15

0,05

Figura 5.11.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HTGS8 por raza y diagrama con

la distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.
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El microsatélite HTG10 (Figura 5.12.) también posee una distribucion polimodal

en la que sobresalen los alelos de tamafio medio, 102, 106 y 112.

Destacan los valores de 30,8 % y 12,9 % encontrados en las razas Pura Sangre
Inglés y Menorquina para el alelo 94, frente al 0,6 % medio encontrado en las razas

restantes.
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Figura 5.12.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HTG10 por raza y diagrama con

la distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite HMS2 (Figura 5.13.) posee una distribucién polimodal, con dos

modas en los alelos 218 y 224 que se encuentran en la parte inferior del rango alélico.
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Presenta 3 alelos exclusivos de raza, el 216 en Pura Sangre Inglés (3,3 %), 230 en
Mallorquina (5 %) y 236 en Jaca Navarra (0,4 %).

a) HMS2

0,8
0,7

0,6
0,5

0,3
0,2

Oﬁ 0 { Wlh]nﬂir juﬂ] ~ llasm k.

T T T T T T

216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238

AST [0 JIN LOS W CG M PT [ PSI EMEN = MAL

b) HMS2

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

216 13
220
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Figura 5.13.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HMS2 por raza y diagrama con

la distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite HMS3 (Figura 5.14.) posee una distribucién en la que las

frecuencias mas altas son las de los alelos intermedios (164).
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Existen dos alelos exclusivos de raza, el alelo 152 en el Caballo de Pura Raza
Gallega (0,7%), y el 172 en la Jaca Navarra (0,8%).

a) HMS3
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Figura 5.14.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HMS3 por raza y diagrama con

la distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite HMS6 (Figura 5.15.) presenta una distribucién unimodal, con el

alelo 169 a la cabeza.
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Destaca el alelo 173, exclusivo de la raza Menorquina (1,6%), y la escasa o nula
presencia del alelo 171 en las razas Asturcén, Jaca Navarra, Losina y Caballo de Pura
Raza Gallega, pero que en Pottoka, Pura Sangre Inglés, Menorquina y Mallorquina

posee frecuencias desde 30,4 a 56,5%.

a) HMS6
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Figura 5.15.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HMS6 por raza y diagrama con

la distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.

En la distribuciéon del microsatélite HMS?7 (Figura 5.16.) destacan dos alelos
intermedios, el 176y el 180.
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La raza Caballo de Pura Raza Gallega posee un alelo exclusivo, el 170 con una

frecuencia del 3,5%.

a) HMS7
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Figura 5.16.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite HMS7 por raza y diagrama con

la distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite ASB2 (Figura 5.17.) muestra una distribucién unimodal, en la

que destacan los alelos de tamafio intermedio, 178 y 180. Hay que destacar también la

presencia en las razas Asturcén y Pura Sangre Inglés, de una alelo, el 154, alejado 16

pb (ocho repeticiones) del alelo mas préximo, el 170.
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En general la distribucion de las frecuencias alélicas entre las razas es muy

similar.
a) ASB2
0,6
0,5 |
0,4
0,3
0,2
0,1
0 I [I AE A
154 170 172 174 176 178 180 182 184 186
AST HJN LOS B CG HPT [IPSI EMEN  MAL
b) ASB2
0,3
0,25
0.2
0.15
0,1
0,05
0
© oo o
© © K N <
TT TSRS EE883 gy
= " g a X

Figura 5.17.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite ASB2 por raza y diagrama con la

distribucién de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite AHT4 (Figura 5.18.) posee una distribucion polimodal, con las

modas en los alelos extremos y medio (148, 154 y 162).
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La distribucién de las frecuencias alélicas es muy parecida entre todas las razas,

sin que exista ningtn alelo exclusivo de raza.

a) AHT4
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Figura 5.18.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite AHT4 por raza y diagrama con la

distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.

El microsatélite AHT5 (Figura 5.19.) posee una distribucién unimodal, donde

destaca el alelo 140 situado en el extremo superior de la distribucion.
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Hay dos alelos exclusivos de raza, el alelo 128, en la poblacién de Caballo de
Pura Raza Gallega, con un 0,7% de la frecuencia alélica, y el alelo 130 en la Jaca

Navarra con un 0,8% de frecuencia alélica.

a) AHT5
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Figura 5.19.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite AHT5S por raza y diagrama con la

distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.
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El microsatélite VHL20 (Figura 5.20.) posee una distribucién polimodal, con las

modas en los alelos 87 y 95. En general la distribucién de las frecuencias alélicas fue

parecida entre todas las razas.

a) VHL20
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Figura 5.20.: Histograma con las frecuencias alélicas del microsatélite VHL20

distribucion de las frecuencias alélicas de todas las razas.

por raza y diagrama con la

Los valores numéricos de las frecuencias alélicas de cada microsatélite por cada

una de las razas estudiadas aparecen en los Anexos 1 a 13.

Al analizar las muestras con menor nimero de animales

representativos de las

razas del tronco atlantico y la raza Menorquina, desaparecieron algunos alelos
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exclusivos de esas razas que estaban presentes a frecuencias muy bajas en las
muestras originales. El ntimero total de alelos exclusivos de los dos troncos fue de 25;
22 alelos para el tronco atlantico y 3 para el mediterraneo. De estos 25 alelos, 13
presentaron una frecuencia mayor del 1%, destacando entre todos ellos el alelo 167
del microsatélite HMS6 con una representacion del 14% en el tronco atlantico. Otros
alelos importantes, aunque menos representados fueron: alelo 198 del microsatélite
HTG8 y 222 de HMS2 con un 4,4% cada uno, y alelo 172 del microsatélite ASB2 con

un 3,6%; todos ellos pertenecientes al tronco atlantico.

En relaciéon con la distribucién de las frecuencias alélicas (Figura 5.21.), las
mayores diferencias se registraron en el microsatélite HMS6, y especialmente en el
alelo 171, representado con un 7,6% en las razas del tronco atlantico (barras verdes) y
un 42,2% en las razas mediterrdneas (barras azules). También es importante la
diferencia encontrada en el alelo 158 del microsatélite HMS3, con un 8,4% para el

tronco atlantico y un 34,4 % para el mediterraneo.

HMS6
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A
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Figura 5.21.: Frecuencias alélicas para el microsatélite HMS3 y HMS6 en el tronco atlantico (verde) y

mediterraneo (azul).
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V.2.2. Heterocigosis.

En la Tabla 5.3. se muestran los resultados de Heterocigosis observada (Ho) y
esperada (He) obtenidos con el programa BIOSYS, calculados por locus y por raza, asi
como los valores finales correspondientes a la totalidad de las poblaciones

analizadas.

Analizando los valores individuales de Ho por locus y por raza, el rango varia
entre el valor mas bajo, 0,34, encontrado en el locus HMS3 de la raza Jaca Navarra, y

el valor mas alto, 0,97, del locus AHTS5 en la raza Menorquina.

Los valores de He por locus y raza, poseen un rango de variacién maés estrecho,
0,45 en HTG?7 de Menorquina, y 0,86 en el locus HTG10 de la raza Mallorquina

La mayor diferencia encontrada entre ambos parametros, fue para el locus
HMS3 de Jaca Navarra (0,34/0,56).

Los valores medio de Ho por locus, muestran que HMS3 y HTG6 son los
microsatélites con el valor mas bajo (0,61), y AHT4 y VHL20 los marcadores con los

valores mas altos (0,82).

En cuanto a la He, HTG6 (0,62) mostro el valor mas bajo y ASB2 (0,81) el valor
mas alto. La diferencia mayor entre Ho y He, se hall6 en el microsatélite HMS3
(0,61/0,71).

Analizando los valores de heterocigosis por razas, la Ho mas baja se encontré en

la raza Pura Sangre Inglés (0,69), y la mas alta en la Menorquina (0,75).

La He mas baja fue también para la raza Pura Sangre Inglés (0,68), y la més alta

para la raza Pottoka (0,77).

La diferencia mas grande entre ambos valores, Ho y He; se obtuvo en las razas

Caballo de Pura Raza Gallega y Mallorquina, con una diferencia del 5%.
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Tabla 5.3.: Heterocigosis observadas (Ho) y esperadas (He) para cada raza por microsatélite.
Heterocigosis totales con su desviacién estandar (d.e.) por microsatélite y por raza. En rojo aparecen
marcados los valores mas altos de cada una de las heterocigosis por microsatélite y por raza, y en azul

los valores mas bajos. Recuadrados aparecen los valores de Ho y He donde las diferencias son

mayores.
AST JN LOS CG PT  MEN MAL  PSI TZTSL
— Ho 075 062 068 069 067 08 070 0,63 | 0,70 (0,07)
He 071 066 067 066 066 076 081 058 | 0,69 (0,07
P— Ho 049 040 068 067 063 065 070 068 | 0,61 (0,10)
He 054 046 060 066 066 064 0,76 0,64 | 0,62 (0,08)
TG Ho 061 071 079 064 069 048 055 0,63 | 0,64 (0,09
He 063 072 067 065 066 045 066 0,64 | 0,64 (0,07
HTGS Ho 072 071 067 064 073 077 060 050 | 0,67 (0,08)
He 069 073 068 074 072 078 075 053] 0,70 (0,07)
HTGI0 Ho 084 073 061 08 071 071 075 082 1] 0,75(0,07)
He 08 072 075 082 08 076 086 081 | 0,80 (0,05)
HMS2 Ho 08 08 071 076 075 074 075 043 | 0,72 (0,117)
He 08 082 078 082 08 069 070 049 | 0,74 (011)
HMS3 Ho 076 | 034 | 041 067 | 067 | 068 0,75 0,60 | 0,61 (0,14)
He 077 | 056 | 046 081 | 084 | 0,72 084 0,68 | 0,71 (0,13)
HIMS6 Ho 062 072 056 068 08 065 060 0,62 | 0,66 (0,07
He 067 072 054 069 079 062 067 063 ] 067,07
HMS7 Ho 0,75 0,8 082 08 082 074 08 087 | 0,810,049
He 072 079 078 084 074 076 084 0,79 | 0,78 (0,04)
AHT4 Ho 084 09 086 068 069 09 08 080 | 0,82(0,08)
He 079 081 081 083 079 082 08 0,71 | 0,80 (0,04)
AHTS Ho 072 079 08 061 08 | 0971075 0,75 | 0,78 (0,10)
He 071 081 079 072 0821 078 | 063 0,74 | 0,75 (0,06)
ASBD Ho 087 079 08 076 080 074 055 088 | 0,78 (0,10
He 081 08 08 079 083 081 069 086 | 0,81 (0,05)
VHL20 Ho 083 081 08 081 08 09 070 0,80 | 0,82 (0,06)
He 082 08 075 086 084 08 067 072 ] 080(0,07)
Ho 074 070 0721071074 0,75 | 0,70 | 0,69 072
TOTAL ©011) (016) (013) | 007 | 007 (©12) | (010) | (0,19 ’
(d.e.) He 073 073 0701076 | 077 0,73 | 0,75 | 0,68 0.73
©0,08) (011) (011) | (0,07 | (007 (011) | (0,08 | (011) !
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V.2.3. Equilibrio Hardy-Weinberg.

Los resultados de los dos tipos de anadlisis efectuados para conocer la desviacién

de los loci y razas con respecto al equilibrio Hardy-Weinberg, aparecen en la Tabla

54..

Tabla 5.4.: Desviaciones con respecto al equilibrio Hardy -Weinberg de las razas analizadas, por

microsatélite y total, calculadas con los métodos de cadenas de Markov y con un test X2-cuadrado

siguiendo el método de Fisher (* significativo P<0,05; ** significativo P<0,01).

Markov

= AST ’ N ‘ LOS ‘ CG ‘ PT ‘ MEN ‘ MAL ‘ PSI | TOTAL
HTG4 .
* *
HTG6 ” .
HTG7
HTG8
% *
HTG10 v . e
* ok
HMS2 X . .
*k * % *
HMS3 ", v "
*
HMS6
*
HMS7
%
ASB2 v . *
* %
AHT4 v ” *
AHT5 .
*
VHL20 .
GO N

Cuando se estudiaron todos los loci para la poblacién total que agrupaba a

todas las razas, tres microsatélites mostraron desviaciones significativas (P<0,01),
HTG10, HMS3 y AHTA4.

El estudio de las razas para el total de los marcadores, mostr6 que Jaca Navarra,

Losina y Caballo de Pura Raza Gallega presentaban desviaciones significativas

(P<0,01).
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V.3. Estimacion de un episodio reciente de cuello de botella.

Los resultados de aplicar el método descrito por Luikart y col. (1998) , para
detectar poblaciones que han atravesado recientemente un cuello de botella, se

muestra en la Figura 5.22.
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Figura 5.22.: Distribucién de las frecuencias alélicas de todos los microsatélites por categorias (0,00-
0,10) (0,11-0,20) (0,21-0,30) (0,31-0,40) (0,41-0,50) (0,51-0,60) (0,61-070) (0,71-0,80) (0,81-0,90) (0,91-1,00)

para cada raza analizada.

Como se puede observar, tan s6lo una de las razas, la Mallorquina, presenta lo
que los autores denominan “salto-modal”, entre la primera de las categorias (0,001-
0,100) y la segunda (0,101-0,200). Esto demuestra que los alelos de muy baja
frecuencia son menos abundantes que los alelos con frecuencias intermedias, siendo
ésta una de las caracteristicas de las poblaciones que han atravesado recientemente

un cuello de botella.
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En cuanto a los resultados del método basado en el exceso de heterocigosis
observada, para una nivel de significacién P<0,01, un ntimero mayor de razas puede
considerarse que han atravesado recientemente un cuello de botella, concretamente,
las razas Asturcon, Pottoka y Mallorquina. Si consideramos un nivel de significaciéon
P<0,05, absolutamente todas las razas habrian atravesado recientemente un cuello de
botella.

V 4. Estimacion de la diferenciacién genética entre poblaciones.

V.4.1. Test de diferenciacidén génica por pares de poblaciones y sobre el total de las

razas.

El andlisis de diferenciacién génica por pares de poblaciones, asi como sobre el
total de las mismas, ha sido significativo cuando se considera la totalidad de los loci

analizados.

Teniendo en cuenta el andlisis por locus, las diferencias por pares de
poblaciones también han sido significativas (P<0,01) en la mayoria de los anélisis,

excepto en las situaciones que se describen en la Tabla 5.5..

Tabla 5.5.: Pares de poblaciones que no muestran ser significativamente diferentes (P<0,01) en el test

de diferenciacion génica de Fisher.

HTG4: (PT x MEN) - (MEN x MAL)

HTG6: (AST x LOS) - (AST x MEN) - (LOS x MEN) ~(CG X MEN) - (PT X MEN)
HTG?7: (JN x LOS) - (LOS x PSI) - (CG x PT) ~(CG X MEN)

HTGS: (AST x MAL) - (JN x PT) - (JN x MAL) - (LOS x PT) - (LOS x MAL) - (CG X PT) -
(CG X MAL) - (PT X MAL) - (MEN X MAL)

HTG10: (PT X MAL)

HMS3: (CG X PT) - (CG X MAL) - (PT X MAL) - (MEN X MAL)

HMS?7: (CG X MEN) - (CG X MAL) - (PT X MAL) - (MEN X MAL)

ASB2: (CG X PT) - (PT X MEN) - (CG X MEN)

AHT4: (CG X PT) - (CG X MEN) - (PT X MEN) - (PT X MAL) - (MEN X MAL)
AHTS5: (CG X MAL)

VHL20: (PT X MEN) - (MEN X MAL)

-131 -



Resultados

Los microsatélites HMS2 y HMS6 son los tinicos marcadores que han mostrado
niveles significativos de diferenciaciéon para todos los pares de poblaciones, y el
microsatélite HTG8 ha sido el marcador que menos parejas de poblaciones se ha

diferenciado.

Desde el punto de vista de las razas, Pottoka, Caballo de Pura Raza Gallega,
Menorquina y Mallorquina han sido las razas que menos diferencias significativas

han mostrado en el andlisis por locus.

V.4.2. Céalculo de los estadisticos F de Wright v del coeficiente de diferenciacion

génica (Gsr).

En la Tabla 5.6., estan descritos los valores de Fis encontrados en cada raza.

Tabla 5.6.: Valores de Fs estimados por raza.

‘ AST JN LOS CG PT MEN MAL PSI

Fis ‘—0,012 0034 -0,019 0066 0,039 -0,036 0,066 -0,025

De la Tabla 5.6., se deduce que las razas Asturcén, Losina, Menorquina y Pura
Sangre Inglés presentan un valor negativo para su Fis, lo que significa que poseen un
exceso de heterocigotos. El resto de poblaciones poseen un defecto de heterocigotos
como consecuencia del cruzamiento no aleatorio, y de todas ellas, las que lo

presentan de forma mas destacada son Caballo de Pura Raza Gallega y Mallorquina
(0,066).

Los valores por locus de los estadisticos F y sus significaciones aparecen en la
Tabla 5.7.

Si cuantificamos el efecto total de la pérdida de heterocigotos, obtenemos un
valor final de Fis de 0,014, que es significativo para un nivel P<0,05, lo que significa
que existe una pérdida del 1,4% de heterocigotos con respecto a una situaciéon ideal

de panmixia.

De todos los microsatélites estudiados, tan s6lo HMS3 es significativo para

P<0,01, siendo éste el principal responsable de esta situacion.
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Los valores de Fsr obtenidos fueron significativos para todos los loci para un
nivel de significacion de P<0,01. El valor total obtenido fue de 0,078; esto significa
que tan s6lo el 7,8% de la variabilidad observada es consecuencia de diferencias entre

razas, siendo el 92,2% restante debido a diferencias entre individuos.

El microsatélite HMS6 fue el locus que explic6 mas porcentaje de variabilidad
debido a diferencias entre razas, 15,3%, mientras que el AHT5 fue el marcador que

detecté menos variabilidad, 4,1%.

Tabla 5.7.: Valores de Fis, Fst, Gsr y Fir calculados por microsatélite y su valor total. En rojo aparecen

los valores mas altos y en azul los més bajos. (* P<0,05, **P<0,01)

Fis Fsr Gsr Fir
HTG4 -0,015 0,060** 0,062 0,046*
HTG6 0,025 0,108** 0,099 0,130**
HTG7 -0,07 0,082** 0,094 0,076**
HTGS 0,024 0,079** 0,077 0,101**
HTGI10 0,033 0,081** 0,065 0,111**
HMS2 0,041 0,080** 0,099 0,118**
HMS3 0,158** 0,112** 0,109 0,253**
HMS6 0,019 0,153** 0,163 0,169**
HMS?7 -0,036 0,056** 0,057 0,022
ASB2 -0,015 0,058** 0,070 0,043**
AHT4 0,005 0,042** 0,053 0,046**
AHT)5 -0,033 0,041** 0,041 0,009
VHL20 -0,004 0,061** 0,070 0,057**
TOTAL 0,014* 0,078** 0,081** 0,090**

Comparando aisladamente las razas del tronco atlantico, el valor de Fsr fue
0,051, significativo para P<0,01; y entre las razas mediterraneas el valor Fsr fue de
0,065, también significativo (P<0,01). El valor de Fsrestimado entre el tronco atlantico
y el balear fue significativo (0,081; P<0,01).

Los valores de Gsr estimados fueron en todos los casos muy similares a los

obtenidos para Fsr.
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El valor total de Fir calculado, 0,090, indica que el 9% de pérdida de
heterocigotos es consecuencia del cruzamiento no aleatorio y de la fragmentacién en

subpoblaciones, siendo este valor un compendio de los dos anteriores, Fisy Fsr.

De todos los marcadores estudiados, HMS3 es el locus que més contribuye a
esta pérdida (25,3%) y AHT5 el que menos (0,9%).

V.5. Analisis filogenético.

V.5.1. Estima de distancias genéticas entre poblaciones.

Se estimaron dos medidas de distancia genética entre pares de poblaciones.

La primera de ellas fue la distancia Da de Nei (1983), cuya matriz, obtenida por

medio del programa DISPAN, aparece en la Tabla 5.8..

Tabla 5.8.: Matriz con las distancias genéticas Da estimadas por pares de poblaciones. En rojo

aparecen los valores mas altos y en azul los mas bajos.

AST JN LOS CG PT PSI MEN MAL
AST 0,00
JN 0,116 0,00
LOS 0,131 0,113 0,00
CG 0,096 0,067 0,090 0,00
PT 0118 0,086 0,102 0,069 0,00
PSI 0256 0,250 0,267 0,232 0,191 0,00
MEN | 0,203 0,150 0,163 04121 0,104 0,207 0,00
MAL | 0219 0200 0,224 07161 0,120 0,262 0,134 0,00

Los valores mas altos, que indican una mayor distancia genética entre un par de
razas, fueron los obtenidos entre la raza Pura Sangre Inglés y la mayoria del resto de

las razas, variando entre 0,19 a 0,27.

La distancia genética més baja fue la encontrada entre las poblaciones Caballo

de Pura Raza Gallega con Jaca Navarra y Pottoka (0,07).

La otra medida de distancia genética calculada fue el indice Fsr, cuyos valores

de distancia entre pares de poblaciones aparecen en la matriz media inferior (Tabla
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5.9.), y en la superior, el nimero estimado de migrantes por generacion que seria
necesario que hubiera entre dos razas para que se modificara el valor de la distancia

genética.

Tabla 5.9.: Matriz con los valores Fsr calculados por pares de poblaciones. En rojo aparecen los valores

mas altos y en azul los méas bajos.

AST JN LOS CG PT PSI MEN MAL
AST 3,66 3,51 5,49 4,20 1,42 2,17 2,25
JN 0,064 4,17 7,05 5,93 1,49 2,93 2,18
LOS 0,067 0,057 5,36 3,94 1,35 2,17 1,83
CG 0044 0,034 0,045 9,52 1,81 5,05 3,62
PT 0,056 0,041 0,060 0,026 2,23 6,26 5,07
PSI 0150 0,144 0157 0,121 0,100 2,02 1,88
MEN | 0,103 0,079 0,103 0,047 0,038 0,110 3,60
MAL | 0,100 0,103 0,120 0,065 0,047 0,118 0,065

Al igual que ocurria con la distancia anterior los valores mas altos de Fsr se han
producido entre la raza Pura Sangre Inglés y el resto de razas (0,100 a 0,157), y los
valores mas bajos entre las razas de Caballo de Pura Raza Gallega con Jaca Navarra y

Pottoka, 0,034 y 0,026 respectivamente.

Los valores de Fsr y Nm son inversamente proporcionales, por tanto, el valor
mas alto de migrantes necesario para modificar el valor de la distancia genética entre
Pottoka y Caballo de Pura Raza Gallega fue de 9,52, que es uno de los pares de
poblaciones mas cercanos. El valor mas bajo, 1,35, se dio entre Losina y Pura Sangre

Inglés, que son las dos poblaciones genéticamente mas distantes.

El valor de r (Coeficiente de correlacion de Pearson) fue de 0,97, lo que da idea

de lo altamente correlacionadas que estdn ambas matrices de distancias, Fsry Da.

En la Tabla 5.10. aparecen los valores de r entre las matrices de distancias Fsr

obtenidas por microsatélite.

En este caso, las correlaciones entre las matrices de distancias Fsr obtenidas por

microsatélite, muestran que los marcadores menos correlacionados son HTG7, HMS3
y HMS6.
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Tabla 5.10.: Matriz de correlaciones de Pearson (r) entre las matrices de distancias genéticas Fsr
obtenidas por microsatélite. En rojo aparece el valor mas alto y en azul el mds bajo, las celdas

sombreadas muestran los valores negativos.

HTG4 HTG6 HTG7 HTG8 HTG10 HMS2 HMS3 HMS6 HMS7 ASB2 AHT4 AHTS VHL20

HTG4 | 1,00

HTG6 | 0,51 1,00

HTG7 | -003 -0,19 1,00

HTG8 | 052 048 @ -0,08 1,00

HTG10| 036 0,22 | 0,03 0,43 1,00

HMS2 | 057 042 009 081 0,28 1,00

HMS3 | 025 027 | 012 0,52 0,28 036 1,00

HMS6 | 0,10 043 -004 046 0,12 026  -013 1,00

HMS7 | 013 -0,19 021 0,16 0,60 031  -014 -033 1,00
ASB2 | 024 031 064 0,03 0,44 038  -024 -034 017 1,00
AHT4 | 023 035  -0,10 031 0,68 043  -013 -031 031 018 1,00

AHTS5 | 041 028 030 0,22 0,37 041  -013 -032 020 052 013 1,00

VHL20| 0,08 046 029 014 0,33 036 = -010 -010 023 049 034 032 1,00

V.5.2. Construccién de arboles filogenéticos.

Una vez obtenidas las dos matrices de distancias se construyeron sus
correspondientes dendrogramas utilizando el método de agrupamiento UPGMA. En
el caso de la distancia Da (Figura 5.23.) se construyé por medio del programa
DISPAN, que permite aplicar un remuestreo bootstrap, mientras que para la

distancia Fsr (Figura 5.24.) se utiliz6 el programa MEGA.

En ambos casos, las poblaciones del tronco norte de la peninsula quedan
agrupadas en un clado, las del tronco mediterraneo en otro, y alejada de las demas, la

raza Pura Sangre Inglés.
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Figura 5.23.: Dendrograma obtenido por el método de agrupamiento UPGMA a partir de la matriz de

distancias genéticas Da.
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Figura 5.24.: Dendrograma obtenido por el método de agrupamiento UPGMA a partir de la matriz de

distancias genéticas Fsr
V.6. Medidas de similitud entre individuos.

El resultado de aplicar la distancia de Bowcock a los 262 animales
seleccionados, fue una matriz de 262x262, en la que cada fila y columna corresponde
a un individuo. Mediante el programa MEGA la matriz se traté con el método de

agrupamiento UPGMA y se genero el arbol de la Figura 5.25..
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Figura 5.25.: Dendrograma obtenido por el método de agrupamiento UPGMA partiendo de la matriz
de distancias genéticas de Bowcock entre pares de animales considerados como OTUs. Los 262
animales han sido seleccionados aleatoriamente (AST 67, JN 25, LOS 25, CG 50, PT 25, PSI 25, MEN 25
y MAL 20).

Las razas que mostraron estar mejor agrupadas fueron Asturcén, Losina,
Menorquina, Mallorquina y Pura Sangre Inglés. El resto de razas no se definen

especificamente en un clado, sino que se muestran entremezcladas entre ellos.
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V.7. Analisis de Correspondencia.

En la Tabla 5.11. aparecen los valores del andlisis factorial de correspondencia
realizado sobre todas las poblaciones, con los valores de inercia alcanzados por cada

factor.

Tabla 5.11.: Valores de inercia individual y acumulada de los cuatro factores principales cuando se

analizan todas las poblaciones que forman parte del estudio.

Factor % de inercia % de inercia acumulado
1 32,37 32,37
2 21,66 54,03
3 14,27 68,30
4 13,20 81,51

En la Tabla 5.12., aparecen los valores de inercia que aporta cada raza al total.
De todas las razas, la raza Pura Sangre Inglés es la que aporta un valor mas alto, y

Pottoka la que tiene menor aportacion.

Tabla 5.12.: Valores de inercia aportados por cada raza.

\AST\ N |Los\ CG \ PT |MEN\MAL\ PSI
% de Inercia‘ 17,7 ‘ 13,5 \ 12,1 ] 7.8 ‘ 51 \ 9,4 ] 8,8 ‘ 25,6

Los resultados del andlisis de correspondencia aparecen ilustrados en las
Figuras 5.26., 5.27. y 5.28..

El primer factor, el cual acumula el 32,37% de la variabilidad observada en el
espectro de las frecuencias alélicas entre las razas, discrimina claramente a la raza

Pura Sangre Inglés del resto.

El segundo factor, que acumula el 21,66% de la variabilidad, también distingue
entre la raza Pura Sangre Inglés y todas las demds excepto Asturcén, que queda en la
misma mitad inferior. Por tanto la accién combinada de estos dos Componentes
permitiria distinguir claramente tres grupos, por un lado la raza Pura Sangre Inglés,

por otro la raza Asturcén, y un tercer grupo que combinaria al resto de las razas.
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Figura 5.26.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

considerando los factores 1y 3.
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Figura 5.27.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

considerando los factores 1y 2.
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El tercer Componente Principal es responsable del 14,1% de la variabilidad y

discrimina a las razas Pura Sangre Inglés, Asturcon y Jaca Navarra, del resto.

Figura 5.28.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

considerando los factores 1, 2y 3.
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En la Tabla 5.13. se detallan las contribuciones parciales a la inercia total de
cada raza. Dentro del primer factor, la principal contribucién proviene de la raza
Pura Sangre Inglés con un 70,28%, que como ya se ha comentado es la que mas
claramente queda discriminada con el primer eje. En el caso del segundo factor, es la
raza Asturcon la que contribuye mdas a la inercia, con un 60,99%, situacién que
también se veia claramente reflejada en la Figura 5.27. Y en el caso del tercer factor,
las principales contribuciones a la inercia provienen de las razas Jaca Navarra y

Losina, con un 43,37 % y 34,69 % respectivamente.

Tabla 5.13: Contribuciones de cada raza a la inercia total para los tres factores principales.

AST JN LOS CG PT MEN MAL PSI

Factor1 | 12,23 6,00 249 165 059 458 217 70,28
Factor2 | 60,99 2254 1,67 243 19 424 118 499
Factor3 | 0,68 43,37 34,69 285 268 629 507 4,36
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Las contribuciones de los alelos mas importantes se repartieron del modo

siguiente:

- para la dimension 1: alelo 171 del microsatélite HMS6 con una contribucion
del 12,63%, alelo 94 de HTG10 con 8,81% y alelo 150 de HMS3 con 8,75%.

- para la dimension 2: alelo 222 del microsatélite HMS2 con una contribucién
del 5,53%, alelo 106 de HTG10 con 5,32%, y alelo 172 de ASB2 con 4,65%.

- para la dimensién 3: alelo 150 del microsatélite AHT4 con una contribuciéon
del 9,2%, alelo 161 de HMS6 con 4,87 % y alelo 84 de HTG6 con 4%.

Dado que en este primer andlisis la raza Pura Sangre Inglés ha sido la raza
mejor discriminada por los tres primeros componentes principales, y puesto que fue
introducida como outgroup, se ha realizado un segundo andlisis donde queda
excluida, para observar mas detalladamente como funciona este andlisis sobre el

resto de razas autdctonas espanolas.

En la Tabla 5.14. aparecen los valores del andlisis factorial de correspondencia
realizado sobre todas las poblaciones excepto Pura Sangre Inglés, con los valores de

inercia alcanzados por cada factor.

Tabla 5.14.: Valores de inercia individual y acumulada de los cuatro principales factores cuando se

analizan todas las poblaciones que forman parte del estudio excepto Pura Sangre Inglés.

Factor % de inercia % de inercia acumulado
1 31,96 31,96
2 23,28 55,25
3 18,61 73,85
4 10,86 84,72

Los resultados de este segundo analisis aparecen en las Figuras 5.29., 5.30., y
5.31.

El primer Componente Principal es responsable del 32% de la inercia total, y
discrimina claramente a la raza Asturcon de las restantes. El segundo eje explica el

23,3% de la inercia y diferencia a las razas mediterrdneas del resto. El tercer
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Componente explica el 18,6% de la inercia y en este caso es la raza Losina la que

queda diferenciada de las demas.

Figura 5.29.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

excepto Pura Sangre Inglés considerando los factores 1y 2.
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Figura 5.30.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

excepto Pura Sangre Inglés considerando los factores 1y 3.
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Figura 5.31.: Representacion grafica del andlisis factorial de correspondencia de todas las razas

excepto Pura Sangre Inglés considerando los factores 1, 2y 3.

AST o IN o LOS o CG @ PT
0070 e "o 0VE oMAL

Las contribuciones parciales de cada raza a los tres primeros factores son las

que aparecen en la Tabla 5.15. Como se puede ver la raza Asturcén, es la que aporta

una mayor contribucién a la inercia del factor 1 con un 64,5%, siendo esta raza la que

mejor quedaba discriminada por este eje, como se aprecia en las Figuras 5.29. y 5.30.

Para el segundo factor la mayor contribucién proviene de la raza Jaca Navarra con

un 46,6%, y las razas mediterrdneas juntas con un 41,2%. El tercer factor tiene la

mayor aportacion a la inercia por parte de la raza Losina con un 74,4 %.

Tabla 5.15.: Contribuciones de cada raza, excepto Pura Sangre Inglés, a la inercia total para los tres

factores principales. En rojo aparecen los valores mas altos.

AST JN LOS CG PT MEN MAL
Factor1 | 64,5 6,2 0,0 0,8 53 16,3 6,8
Factor2 | 5,1 46,6 1,4 0,1 5,6 21,2 199
Factor3 | 4,0 16,3 74,4 1,3 0,0 1,2 2,8
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Las contribuciones de los alelos mas importantes se repartieron del modo

siguiente:

- para la dimension 1: alelo 171 del microsatélite HMS6 con una contribucion
del 8,1%, alelo 222 de HMS2 con 4,7% y alelo 172 de ASB2 con 4,5%.

- para la dimension 2: alelo 171 del microsatélite HMS6 con una contribucién
del 15,5%, alelo 161 de HMS6 con 6,2%, y alelo 158 de HMS3 con 6%.

- para la dimensién 3: alelo 150 del microsatélite AHT4 con una contribuciéon
del 10,3%, alelo 87 de VHL20 con 5,5% y alelo 112 de HTG10 con 4,8%.
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Figura 5.32.: Contribuciones totales (porcentaje) de cada microsatélite al primer, segundo y tercer

factor.

En la Figura 5.32. se muestra la aportacion porcentual a las contribuciones

totales de los microsatélites para los tres primeros factores. En el caso del primer

factor, aparecen los tres mismos microsatélites que mostraron los alelos que mas
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habian contribuido de forma individual, HMS6, HMS2 y ASB2; y esta misma

situacion es aplicable a los dos factores restantes.
V.8. Asignacion racial.

El porcentaje de individuos correctamente asignados fue de 86,14% y 86,88%
por asignacién directa con los métodos de frecuencias y Bayesiano respectivamente ,
y del 83,92% cuando se aplic6 el método basado en la distancia Da de Nei, que fue la
distancia con mayor porcentaje de éxito en la asignacion de individuos a la poblaciéon

correcta.

En la Figura 5.33. aparecen representados los tres métodos: con barras verdes el
porcentaje de error con que los animales de cada raza son asignados a una poblaciéon
incorrecta (error tipo I), y con barras rojas, el porcentaje de error con que se adjudica

a cada raza individuos que no le pertenecen (error tipo II).

a) b)
35 33,3 307 264
30 | 26.7 25 1 239 23.9
2
25 3>
201 18,7

0
AST JIN LOS CG PT PSI MEN MAL AST JN LOS CG PT PS MEN MAL

c)
60 ]

50 48.6

AST JN LOS CG PT PS MEN MAL

Figura5.33.: Andlisis de asignacién racial mediante tres métodos: a) método de frecuencias, b) método
Bayesiano, y c¢) método de distancia Da. Con barras verdes aparece el porcentaje de error tipo I
(individuos asignados a una poblacién incorrecta) y con barras rojas el porcentaje de error tipo Il (raza

a la que se adjudican individuos erréneos).
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Los resultados obtenidos al utilizar los métodos de frecuencias y Bayesiano son
similares en la distribucién de los errores de asignacién. En ambos analisis el error
tipo I presenta los porcentajes mas altos en las razas Caballo de Pura Raza Gallega,
Pottoka, y Mallorquina, mientras que el porcentaje de error tipo II més alto es para
las razas Caballo de Pura Raza Gallega, Pottoka y Jaca Navarra. Como puede
observarse Caballo de Pura Raza Gallega y Pottoka estan presentes en los dos tipos

de error con los porcentajes mas altos.

Los resultados obtenidos basados en la distancia Da de Nei, muestran que para
el error tipo I, las tres razas con porcentajes de error mas altos son Caballo de Pura
Raza Gallega, Pottoka y Mallorquina, al igual que en los dos métodos anteriores. En
el error tipo II, Jaca Navarra, Losina y Caballo de Pura Raza Gallega, son las razas

con los errores mas altos.

La raza Mallorquina es la raza con el error tipo II mas bajo analizada con los
métodos de frecuencias y de distancia. Con el método Bayesiano es la raza Losina la

que cuenta con el error tipo II mas bajo.
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Figura 5.34.: Porcentaje de éxito en la asignacion racial, por microsatélite (verde) y acumulada (rojo),

utilizando el método Bayesiano.

Si individualizamos los porcentajes de asignacién por microsatélite, el orden de
mayor a menor porcentaje de éxito aparece en la Figura 5.34., serie verde. Los valores

fueron obtenidos aplicando el método Bayesiano por el procedimiento de asignacion
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directa. El valor acumulado de un microsatélite y los anteriores a él aparece
representado por medio de la serie roja. El microsatélite HTG10 es el que mayor
porcentaje de éxito tiene en la asignacioén, con un 39,93%, mientras que AHTS es el
que presenta menor valor con un 19,96%. La acumulacién de informacién de un
microsatélite més otro, no siempre crece de acuerdo a los valores individuales, sino
que la combinacién particular de unos microsatélites con otros puede ser mas o
menos exitosa. Por ejemplo los valores acumulados de HTG10, HMS6, ASB2, HTG6,
y HMS2 proporcionan un valor de 71,72% de eficacia en la asignacion, pero si se

sustituye el HMS2 por AHT4, que tiene un menor valor individual, la eficacia se
elevaa 72,64%.

Dado que en la realidad las posibilidades de asignacién van a estar reducidas a
un ndmero menor de razas, se han analizado las razas por parejas, ademds de
realizarse otro analisis que incluye tinicamente a las razas del tronco atlantico, que

son las mas proximas geograficamente.

Los resultados del analisis por parejas han demostrado porcentajes de éxito en
la asignacién mucho mayores, entre el 89,18%, que ha sido el valor més bajo, para las
razas Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega, y el 100% para las razas Losina y
Caballo Mallorquin. Dentro de las razas del tronco atldntico, la pareja con mayor
porcentaje de éxito en los valores de asignacién correcta, corresponde a las razas

Losina y Pottoka, con un 98,29%.

Tabla 5.16.: Porcentajes de éxito en la asignacién de muestras anénimas a su raza de origen,
considerando parejas de razas, por medio del método Bayesiano con el procedimiento de asignacion

directa. En rojo se destacan los valores mas altos y en azul los méas bajos.

AST JN LOS CG PT MEN MAL
AST | 100,00

JN 95,85 100,00

LOS 97,84 97,87 100,00

CG 9424 89,18 93,48 100,00

PT 9529 91,33 9829 91,06 100,00

MEN | 99,33 98,04 9897 96,18 9512 100,00

MAL | 98,56 98,59 100,00 97,83 9437 90,20 100,00
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Los resultados del andlisis que incluyen a las razas del tronco atldntico
muestran un porcentaje de éxito de asignacién medio por el método Bayesiano del
86,28%, muy proximo al valor del andlisis que incluia todas las razas. Los

microsatélites con mayor poder de asignacion son HTG10, HMS6, y ASB2.

Usando el método Bayesiano, que es el que mostré mayor porcentaje de éxito,
se calcularon las verosimilitudes para el genotipo de un indidividuo dado, bajo dos
hipétesis: a) que el individuo pertenezca a la raza propuesta, y b) que el individuo no
pertenezca a esa raza y si a otra incluida dentro del grupo de las analizadas. Se
simularon 100000 individuos y se establecié un nivel de significaciéon de 0,01 para

rechazar la hipétesis a consideracion.

En las Tabla 5.17. se recogen los resultados (-log-verosimilitud) donde los
genotipos se muestrean dentro de cada una de las razas y se calcula la verosimilitud
de que pertenezcan a la raza de que han sido extraidos y la de que pertenezcan a
cualquier otra raza, ej: Verosimilitud de Asturcon bajo la hipdtesis de que sea

Asturcén junto a la verosimilitud de que pertenezca a cualquier otra raza.

Tabla 5.17.: Media de la (-log-verosimilitud) de los genotipos muestreados desde una raza bajo la
hipétesis de que pertenezcan a esa misma raza (A), y bajo la hipétesis a alguna de las otras razas

consideradas en el estudio (B).

RAZAS A B
ASTURCON 14,2 18,1
JACA NAVARRA 13,6 17,7
LOSINA 14,1 16,2
CABALLO DE PURA
RAZA GALLEGA 17,0 18,8
POTTOKA 15,5 16,1
MENORQUINA 15,0 17,8
MALLORQUINA 16,5 19,4
PURA SANGRE
INGLES 11,7 19,7

En la Tabla 5.18. aparecen los resultados (-log-verosimilitud) donde los
genotipos se muestrean para cada raza dentro del grupo del resto de razas y se

calcula la verosimilitud de que pertenezcan a esa raza y que pertenezcan a cualquiera
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de las otras razas, ej: Verosimilitud de no Asturcén bajo la hipédtesis de que sea

Asturcon junto a la verosimilitud de que pertenezca a cualquier otra raza.

Tabla 5.18.: Media de la (-log-verosimilitud) donde los genotipos se muestrean para cada raza dentro
del grupo del resto de razas y se calcula la verosimilitud de que pertenezcan a esa raza (C) y que

pertenezcan a cualquiera de las otras razas (D)..

RAZAS C D
NO ASTURCON 21,9 16,8
NO JACA NAVARRA 20,4 16,9
NO LOSINA 21,4 16,9

NO CABALLO DE PURA
RAZA GALLEGA 18,8 16,8
NO POTTOKA 18,6 16,8
NO MENORQUINA 21,7 16,8
NO MALLORQUINA 23 4 16,8

NO PURA SANGRE

INGLES 29 16,7

La Figura 5.35. muestra graficamente la informacién recogida en las Tablas 5.17.
y 5.18. La nube de puntos verdes representa la informacién de las columnas A y By

la nube de puntos rojos representa la informacién de las columnas C y D.

Se ha trazado una recta x=y, que sirve para facilitar la discriminacién visual del
nivel de solapamiento entre las dos nubes de puntos. En todas las razas, con la
excepciéon de Pura Sangre Inglés, se produce cierto solapamiento, que es mas
manifiesto en el caso del Caballo de Pura Raza Gallega y Pottoka, lo que esta
directamente correlacionado con el éxito en la asignaciéon de los individuos. Cuanto
mas solapadas estan las dos nubes de puntos més dificil resulta discriminar el origen

verdadero de las muestras anénimas.
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Figura 5.35.: Para cada raza en el eje x se representan (-log-verosimilitud) bajo la hipodtesis de
pertenencia a esa raza dada y en el eje y se representan (-log-verosimilitud) bajo la hipotesis de
pertenencia al grupo del resto de razas. Los puntos verdes representan genotipos muestreados dentro

de una raza y los puntos rojos representan genotipos muestreados dentro del grupo del resto de razas.
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VI. DISCUSION

El caballo es una de las especies domésticas sobre la que menos esfuerzos
econdmicos se han invertido para el estudio de su genoma, y como resultado de esta
circunstancia su estado actual es pobre si se compara al de otras especies de animales
domésticos. Existen diversas razones para esta falta de inversion. El caballo hoy en
dia ha perdido gran parte de sus utilidades ancestrales, como medio de transporte y
agente agricola o militar destinado a las guerras y combates, y ha quedado relegado a
actividades deportivas o de ocio. Ademads los costes de investigacion de los patrones
de herencia en este tipo de animales son altos, asi como el tiempo necesario para su

estudio.

Un ejemplo del retraso existente en el estudio del genoma equino se puede
observar en la Tabla 6.1., que resume parte de la informacién que sobre el estado del
genoma de especies domésticas como bovino y equino se hace publica en la base de

datos del centro de investigacién del INRA, en Francia.

Tabla 6.1.: Estado actual de conocimiento del genoma equino segin datos recogidos por el INRA

(Institut Nacional de la Recherche Agronomique).

INRA Bovino Equino
Loci descubiertos / Loci asignados 4344 / 4109 1275 / 1021
Genes / Genes asignados 1554 / 1503 430 / 408
STR /STR asignados 2402 / 2241 735 / 507
Polimorfismos 3100 1016
Referencias en SWISSPROT 620 46
Referencias bibliograficas 956 163
Referencias en GenBank EMBL 4578 983

Como se puede observar en la Tabla 6.1., en la mayoria de los campos descritos,
el conocimiento del genoma equino, supone apenas una cuarta parte del genoma
bovino. Esta situacion es importante puesto que a partir de un mayor conocimiento
del genoma se desprenden principalmente dos tipos de estudio: aquéllos dirigidos a
una mayor comprensién de los procesos evolutivos de las especies y por otro lado a
la identificacién de genes mayores o QTLs que permitan la identificaciéon de

caracteres productivos o responsables de patologias.
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En los ultimos afios, estd situaciéon estd cambiando y estan surgiendo mas
publicaciones que tratan de compensar estas carencias, por medio del desarrollo de
mapas de ligamiento (Lindgren y col., 1998; Guérin y col., 1999; Swinburne y col.,
2000), mapas sinténicos (Shiue y col., 1999) y paneles de radiaciéon (Kiguwa y col.,
2000; Chowdhary y col, 2002; Chowdhary y col, 2003), asi como mapas
citogenéticos, habiendo pasado de 40 marcadores localizados en 1998 a 150 en el 2001
(Godard y col., 2000; Hirota y col., 2001; Lear y col., 2001, Lindgren y col., 2001;
Mariat y col., 2001; base de datos HORSEMAP http:/ /locus. Jouy.inra.fr/ (INRA) y
Horsebase http:/ /thearkdb.org / (Roslin Institute))

Sin embargo, este dato en principio desalentador, no puede hacernos obviar
algunas de las razones que han de justificar una mayor inversion futura en el estudio
del genoma de esta especie. Entre estas razones se encuentra una potenciacién de los

recursos genéticos que poseen las especies a través de la diversidad de las razas.

Las razones basicas para la conservacion de las razas de caballo doméstico se
pueden clasificar en tres: razones genéticas, razones histdricas y culturales y razones

cientificas.

Dentro del primer grupo, estan aquellas que ven las razas como una garantia de
futuro, de modo que la variabilidad conservada en la actualidad pueda ser ttil en un
futuro cuando surjan cambios en el tipo de individuos que se demandan. Hay que
tener en cuenta que gran parte de las razas de caballos actuales han sufrido un
proceso largo de adaptacion a muy diversos habitats, y por tanto su genoma posee
una amplia gama de la informacién necesaria para la supervivencia bajo la selecciéon

natural y artificial en condiciones muy diferentes.

El segundo tipo de razones, histdricas y culturales, han sido en numerosas
ocasiones ignoradas de forma egoista. En estas razones recaeria una de las vias para
no olvidar el pasado y de este modo devolver a la naturaleza lo que ella nos ha
brindado durante un largo periodo de tiempo. En el caso de los caballos, es dificil
desligar la memoria histérica de los movimientos migratorios humanos asociados a
los caballos como medios de transporte. Estos animales forman parte del patrimonio
natural y cultural de los pueblos, y es justo tratar de perpetuarlos para conocimiento

de las generaciones futuras.
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En este sentido, la totalidad de las razas que conforman este estudio presentan
un enraizamiento profundo en las costumbres y tradiciones de las zonas geograficas
donde se asientan, y su desaparicion sin duda, causaria una gran pérdida de la

identidad del pueblo que las acoge.

El tercer tipo de razon, es que poblaciones diferentes poseen variantes genéticas
distintas. Si estas variantes desaparecen la posibilidad de avance cientifico

disminuye.

Con el objetivo de ampliar los conocimientos sobre la diversidad genética de
multitud de razas de diferentes especies se han desarrollado numerosos trabajos
basados en el uso de distintas técnicas, cuyos resultados aportan una informacién
muy valiosa a la hora de plantearse estrategias de conservacién, y que pueden servir
de modelo para futuras razas adn sin estudiar, salvaguardando las diferencias

particulares de cada situacion.

Para conocer cuales son las expectativas de futuro de muchas razas es necesario
conocer profundamente cual es su situacién actual, siendo éste un trabajo que
engloba numerosas materias, y entre ellas una muy importante, es su “estado

genético”.
VI.1. Variabilidad genética dentro de razas.

Los marcadores seleccionados en este trabajo por su acreditacién en otros
laboratorios y por el organismo ISAG, han demostrado ser adecuados para este

estudio por su nivel de polimorfismo en todas las razas analizadas.

El nimero de alelos encontrado para cada loci en cada raza, es un buen
indicador de la diversidad genética de una raza, pues una de las primeras
consecuencias cuando se reduce el tamafio efectivo de una poblacion es la reducciéon
del ntimero de alelos detectados y la pérdida en primera instancia de aquellos alelos

que presentaban frecuencias mas bajas (Nei y col., 1975).

El comportamiento de las razas en cuanto al niimero de alelos observados para
todos y cada uno de los microsatélites analizados, ha sido diferente para un nivel de
significaciéon de P<0,05. Destacan Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega por

tener el nimero de alelos totales mas altos (Tabla 5.1.). Las maximas diferencias entre
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las poblaciones se observaron en el locus HMS2 entre Asturcén y Jaca Navarra, con 9
alelos cada una, frente a la raza Mallorquina, con 4 alelos, y en el microsatélite ASB2,

entre Losina, con 10 alelos, y Mallorquina, con 5 alelos.

El namero de alelos observado ha estado mas condicionado por el microsatélite
estudiado, que por la raza analizada (Tabla 5.1.). Por ejemplo, el microsatélite HTG10
ha mostrado un ntimero de alelos entre 8 y 10 en todas las razas, frente al HTG7 que

no ha superado los cinco alelos.

Existen otros estudios de poblaciones equinas, analizadas con gran parte de los
microsatélites incluidos en este trabajo y que muestran resultados similares como
puede deducirse del anélisis de la Tabla 6.2. donde aparecen los resultados obtenidos
en la raza de caballo criollo uruguayo (Kelly y col., 2002), una raza austriaca en
peligro de extincion, Noriker, (Aurich y col., 2003), y Pura Sangre Australiano (Breen
y col., 1994). Naturalmente esta coincidencia en el ntimero final de alelos totales de
estas razas con las razas autdéctonas espafiolas de este estudio, no implica una
coincidencia ni en los alelos detectados ni en su frecuencia alélica, pero si expresa
una tendencia particular de algunos de los microsatélites empleados, a mutar mas
facilmente y de este modo generar un ntimero més alto de alelos con independencia

de la raza analizada.

Esta es la situacion encontrada en otras razas de la especie Equus caballus, pero
analisis realizados en razas de la especie Equus asinus con los mismos microsatélites,
como son algunas razas autoctonas espafiolas incluidas en el trabajo de
Aranguren_Méndez y col. (2001) (Tabla 6.2.), demuestran que el nivel de
polimorfismo dentro de los microsatélites no siempre es constante. Este hecho
contribuye a la teoria difundida sobre la inestabilidad de los microsatélites en
procesos evolutivos largos como son las especiaciones, y cuestiona su utilizacién
como marcadores de elecciéon a la hora de reconstruir filogenias que impliquen

especies distintas.
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Tabla 6.2.: Numero de alelos observados en las razas de caballos: Criollo Uruguayo, Noriker, Pura
sangre Australiano y las razas autéctonas espafiolas (media de los valores individuales), y en una
mezcla de razas de la especie Equus asinus (Andaluza, Catalana, Encartaciones, Mallorquina y

Zamorano-Leonesa).

RAZAS ESPANOLAS 6 6 4 9 7 7 6 7 8 8 6 9
CRIOLLO URUGUAYO 4 5 5 - 7 7 8 6 7 6 - -
RAZA NORIKER 7 5 4 9 7 7 6 7 7 6 8 9
PURASANGRE AUSTRALIANO | 4 - - 6 - 7 4 6 - - - 7
RAZAS Equus asinus 5 11 13 12 10 7 6 7 - 15 14 4

Algunos de los alelos observados son exclusivos de raza. Las razas con mas
alelos exclusivos son Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega con 4 y 5 alelos
exclusivos, sin embargo ninguno de los alelos exclusivos encontrados supera una
frecuencia del 5%, lo cual, segtin la teoria neutralista de Kimura (1983), seria una
consecuencia de mutaciones recientes que han ocurrido después de la divergencia, o
por la introduccién de sangre procedente de otras razas, ddndose la circunstancia de
que en el caso de estas dos razas la creacion del Libro Genealégico es reciente y la

diversidad de morfotipos aceptados mas alta que para el resto de las razas.

Algunos de estos alelos exclusivos, como es el caso del alelo 141 del
microsatélite HTG4 en la raza Caballo de Pura Raza Gallega, se encuentran en uno de
los dos extremos de la distribucion unimodal del locus (Figura 5.8.). Esta imagen se
corresponderia con un proceso mutacional tipo SMM, donde partiendo de un alelo
inicial con n repeticiones, que mostraria una de las frecuencias alélicas mas altas, se
van generando nuevos alelos por pérdida o adicion de una repeticién, con

frecuencias cada vez mas bajas.

El otro tipo de distribucién, polimodal, con dos o més alelos con frecuencias

altas, alejados por mas de una repeticion, también presenta alelos exclusivos de raza.
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Este es el caso de los alelos 230 y 236, del microsatélite HMS2, presentes en
exclusividad en las razas Mallorquina y Jaca Navarra, respectivamente (Figura 5.13.).
Este tipo de distribucion estaria mds ajustada a un tipo de modelo mutacional IAM,
donde se pueden generar alelos con mas de dos repeticiones de diferencia respecto

al alelo de partida, en un s6lo evento mutacional.

Si tenemos en cuenta que las poblaciones estudiadas pertenecen a razas con
tiempos de divergencia relativamente cortos, el namero de alelos observados en cada
una no es el principal parametro diferenciador, y son las frecuencias alélicas las que
permiten apreciar las mayores diferencias entre las razas, como consecuencia

principalmente de la accion de la deriva genética.

Las mayores diferencias en la distribucién de las frecuencias alélicas se
observan entre la raza Pura Sangre Inglés y el resto, y dentro de las razas espafiolas,
entre las razas del tronco atlantico y las mediterraneas. En el andlisis de un grupo
reducido de muestras, agrupadas en los dos troncos mas alejados geograficamente
(atlantico y mediterraneo), se observé ademas de una pérdida de algunos alelos que
se encontraban a muy baja frecuencia, la aparicién de otros alelos exclusivos de
tronco, distintos a los anteriores. La mayoria de estos alelos exclusivos se presentan a
muy baja frecuencia, pero destaca sobre todos el alelo 167 del microsatélite HMS6,

perteneciente al tronco atlantico, con una frecuencia del 14%.

VI.1.1. Heterocigosis

Los valores de heterocigosis observada y esperada también fueron similares
entre todas las razas analizadas siendo el valor medio de Ho de 72%, con extremos
entre el 70% de la raza Mallorquina, y el 75% de la Menorquina. Este tltimo valor es
el mas sorprendente si pensamos que la raza Menorquina es la segunda raza con
menor namero de alelos, exceptuando la raza Pura Sangre Inglés, pero puede estar
justificado en el elevado niimero de animales, més de 300, que se emplearon como
reproductores cuando se decidié recuperar la raza. Del mismo modo sorprende la
similitud entre los valores encontrados en las razas Asturcon, Losina, Jaca Navarra y
Caballo de Pura Raza Gallega, las cuales ademéds de contar con diferencias notables
entre sus censos, se han gestionado de forma muy diferente desde el punto de vista
reproductivo. En el caso de Asturcon y Losina, el control de cruzamientos ha sido

mas estricto que en las otras dos razas, ya que la raza Asturcén cuenta con un Libro
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geneal6gico desde el afio 1981 y la raza Losina esta gestionada bajo el criterio de un
solo criador, mientras que Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza Gallega cuentan con
Libros Geneal6gicos mucho mas recientes y ademds en el segundo caso el sistema
productivo extensivo, con suelta de los animales al monte durante todo el afio, no

permite un control de los cruces.

Comparando los valores de heterocigosis observada encontrados en este
estudio, con los de otras razas de caballos que han sido analizadas con un panel de
microsatélites similar, los valores de las razas autdctonas espafiolas son similares o
mas altos. Cunningham y col. (2001) encuentran un valor del 62,8% en la muestra
poblacional de la raza Pura Sangre Inglés analizada, 64,2% en la raza Shetland, 65,4%
en una raza egipcia y 67,1% en una raza turca. En la raza de criollo uruguayo (Kelly y
col., 2002) el valor encontrado fue de 35,3%, y de 64% en la raza Noriker (Aurich y
col., 2003).

En razas de otras especies domésticas se encontraron valores parecidos. Hanslik
y col. (2000) encontraron en 6 razas bovinas de distribucién mundial, valores mas
bajos, entre el 35% y el 50%, con un analisis de 39 microsatélites; debido
probablemente al hecho de tratarse de razas que llevan mucho tiempo genéticamente
aisladas, cuyos origenes se encuentran en un pequefio nimero de individuos
fundadores y con presiones selectivas altas. Los valores encontrados por Maudet y
col. (2002) en cuatro razas bovinas locales francesas fueron mas altos, de 64,3% a
69,3%, ya que en estos casos la proporcion entre reproductores machos y hembras es
mas alto: 1 macho para 50 hembras en la raza Abondance, frente a 1 macho para 1550
hembras de la raza Holstein francesa. En el caso de algunas razas de ovino, como las
dos razas portuguesas analizadas por Oliveira y col. (2003) los valores variaron entre
68y 71%.

Por tanto, a pesar de que la raza Pura Sangre Inglés cuenta con un censo
superior al de nuestras razas autéctonas, los valores de heterocigosis observada son
mas bajos, como consecuencia probablemente del origen de la raza, fundamentada
en tres sementales, y también a su gestiéon posterior, donde la presion selectiva ha
incrementado los niveles de endogamia y esto ha dado lugar a una pérdida de la
diversidad genética. En el caso de las razas autdctonas a pesar de contar con un censo

mucho mas bajo tienen su origen en un nimero superior de reproductores, y esto
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unido a manejos reproductivos con presiones selectivas muy bajas, ha dado lugar

probablemente a valores de heterocigosis observada maés altos.

El comportamiento de la He es similar a la Ho, siendo su valor medio del 73%,
con extremos entre el 70% y 77% para las razas espafiolas. En el trabajo de
Cunningham y col. (2001) los valores de He fueron del 64,6% para la muestra de Pura
Sangre Inglés, 66,1% para la raza Shetland, 69,1% para la raza egipcia y 73,2% para la
raza turca. La raza de caballo criollo uruguayo analizada por Kelly y col. (2002),
continu6é mostrando valores notablemente bajos respecto a las restantes, 34,6%. En el
caso de especies salvajes como los leopardos, Uphyrkina y col. (2001) encontraron
valores de He entre el 35,6% y el 80,3%. En las poblaciones humanas los valores de
He encontrados son mas altos que en las especies domésticas, 76% en muestras del
continente africano, 70% en las asidticas y 73% en las europeas. Esta diferencia entre
poblaciones humanas y especies domésticas es consecuencia de que en las especies
domeésticas el cruzamiento no suele ser aleatorio y normalmente tienen una base

genética limitada (Fredholm y Wintero, 1995).

Los valores de Fis permiten detectar si una poblacion tiene defecto o exceso de
heterocigotos. Las razas Jaca Navarra, Caballo de Pura Raza Gallega, Pottoka y Raza
Mallorquina, muestran valores indicativos de un déficit de heterocigotos, destacando
especialmente Caballo de Pura Raza Gallega, que tiene déficit de heterocigotos para
todos los microsatélites excepto dos, y que se puede explicar por niveles de
endogamia altos como consecuencia de cruzamientos no aleatorios, lo que contrasta
con el régimen de explotacién de la raza, que se desarrolla en extensivo. Por tanto,
parece mas probable que el origen del déficit de heterocigotos esté en una
subestructuraciéon reproductiva (efecto Wahlund) al igual que ocurre en el resto de

las razas con déficit de heterocigotos.

Analizando el déficit de heterocigotos por microsatélite, el microsatélite HMS3
es sin duda el que arroja el resultado mas llamativo, ya que evidencia déficit de
heterocigotos en todas las razas, siendo ademaés el tnico significativo (P<0,01). Una
explicacion a este hecho, que se comenta mas ampliamente en el parrafo dedicado al
equilibrio Hardy-Weinberg, radicaria en la presencia de alelos nulos. Por esta razén
se realizé un segundo analisis sin tener en cuenta los genotipos aportados por el

microsatélite HMS3 y a pesar de ello los resultados fueron los mismos, Jaca Navarra,
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Caballo de Pura Raza Gallega, Pottoka y la Raza Mallorquina, mantienen un déficit

global de heterocigotos.

El valor final de Fis encontrado en la totalidad de las razas para todos los
microsatélites también fue positivo y significativo (P<0,05), lo que demuestra un

exceso significativo de heterocigotos para el conjunto de las poblaciones estudiadas.

VI1.1.2. Equilibrio Hardy-Weinberg

El andlisis de equilibrio Hardy-Weinberg realizado con dos pruebas diferentes
muestra que Jaca Navarra, Losina y Caballo de Pura Raza Gallega se encuentran en
desequilibrio, quedando excluido de este grupo la raza Mallorquina, que era una de

las dos razas con mayores diferencias entre la heterocigosis observada y esperada.

En el caso de la Jaca Navarra y probablemente también en el del Caballo de
Pura Raza Gallega, parece tener un papel clave en la situacion de desequilibrio
Hardy-Weinberg, el microsatélite HMS3. Este es el tinico marcador en desequilibrio
en la primera raza y estd también presente junto al AHT4, en la segunda raza
mencionada. Como se puede apreciar en la Tabla 5.3., el microsatélite HMS3 es el
tnico marcador que presenta un déficit de heterocigosis observada con respecto a la
esperada en todas las razas analizadas, circunstancia que se hace mas manifiesta en
la Jaca Navarra con un 22% de diferencia entre ambas. Una posible explicacion a este
hecho, podria encontrarse en la presencia, como ya hemos resaltado, de alelos nulos,
con lo que se estarian genotipando como homocigotos, animales que en realidad son
heterocigotos. Este fenémeno ya ha sido descrito por Achmann y col. (2001), quienes
detectaron una menor intensidad de amplificaciéon del alelo 158 como consecuencia
de una mutacion en el cebador reverse, donde se producia una transiciéon de G/ A, con
la consiguiente complejidad a la hora de discriminar el alelo 158 respecto a la
primera stutter band o banda sombra del alelo 160. Ademas de la presencia de este
alelo nulo, los autores también detectaron una circunstancia similar en el
microsatélite ASB2, pero en este caso era el cebador forward (5’-3") el afectado, que no
coincide con el utilizado en este trabajo, con lo que no existe indicio alguno de que
este artefacto haya podido condicionar los genotipados realizados para este

microsatélite.
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En el caso de la poblaciéon de caballo criollo uruguayo, Kelly y col. (2002)
utilizando 9 de los microsatélites incluidos en este estudio, describen una situacién
de desequilibrio Hardy-Weinberg para un nivel de significacién de P<0,05, en los
microsatélites HMS3, HMS2 y HTG4, contribuyendo una vez mas a la idea de que la
mutaciéon descubierta por Achmann y col. (2001) en caballos Lipizanos, y también
presente en los ponis Galés y Piebald, podria estar presente en un ntimero mas
amplio de poblaciones. No obstante, serfa necesaria una confirmacion de este
fenémeno por medio de genealogias contrastadas con posterior secuenciacion, para

poder emitir un resultado fundamentado.

En el caso del estudio realizado por Bjornstad y Roed (2001) sobre cuatro razas
nativas noruegas (Fjord, Nordlan/Lyngen, Dole y Coldblooded Trotter) y caballo
Islandés, poni Shetland, Standardbred y Pura Sangre Inglés, no se incluyeron en el
estudio los microsatélites HMS3 y HTG10, porque cuatro de estas razas presentaban

desviaciones notables del equilibrio Hardy-Weinberg.

Considerando todas las poblaciones como una, los microsatélites que se
encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg son, por supuesto HMS3, y ademas
HTG10 y AHT4.

Por esta razoén, se realiz6 un segundo analisis de equilibrio Hardy-Weinberg
con el programa GENEPOP, esta vez sin tener en cuenta los genotipos del
microsatélite HSM3, y se encontré que en ninguna de las razas, excepto la raza
Losina, presentaba desviaciones significativas (P<0,01) con respecto al equilibrio,
aunque esta raza tampoco antes mostraba una desviacion significativa para el
microsatélite HMS3.

El déficit de heterocigotos calculado como Fis, se efectué de nuevo excluyendo
los valores del microsatélite HMS3, pero los resultados continuaron siendo los
mismos, lo que demuestra que el déficit de heterocigotos, no solo debe ser
consecuencia del posible alelo nulo de este microsatélite, sino ademds por una
estructuraciéon poblacional que no se ha tenido en cuenta o por una contribucién

desigual de uno de los dos sexos a la descendencia.

Por tanto, seria recomendable conocer cuales son las razones verdaderas por las

que este microsatélite muestra este desequilibrio, antes de decidir incluirlo en futuros
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estudios. Para realizar esta labor es necesario contar con genealogias contrastadas, a
través de las cuales es posible realizar un estudio de heredabilidad por descendencia
del alelo nulo, estando esta informacién disponible tan solo en el caso de la raza

Asturcon.
VI1.2. Analisis de cuello de botella.

La préctica totalidad de razas autéctonas estudiadas en este trabajo, son
poblaciones que constan de un censo reducido de animales, y aunque en algunos
casos muestran sintomas de recuperacion, su situacién puede considerarse en
muchos casos critica y estan en peligro de desaparicién. Ademas en muchas de ellas,
la constitucién del Libro Genealégico es reciente, y por tanto el seguimiento y control
de los cruzamientos entre reproductores no ha estado dirigido a minimizar los

niveles de endogamia.

Por esta razon, se ha llevado a cabo un andlisis cuyo objetivo es determinar si
alguna de estas poblaciones ha atravesado en las pasadas generaciones un cuello de
botella, puesto que cuanto mas recientemente haya ocurrido el cuello de botella,
mayores son las posibilidades de reducir los efectos negativos de este fenémeno, bien
a través de cruzamientos dirigidos, o incluso introduciendo migrantes en las

poblaciones.

Los analisis utilizados tienen la ventaja de que no necesitan informacién sobre
tamafios poblacionales o niveles de variacion genética anteriores a las actuales y tan
sOlo requieren conocer las frecuencias alélicas de 5 a 20 loci sobre un tamafio
poblacional de aproximadamente 30 animales, requisitos que cumplen las

poblaciones de este estudio en la mayoria de los casos.

Se considera que una poblacién no ha atravesado un cuello de botella cuando
los loci neutros a la seleccion, como los microsatélites, se encuentran en una situacién
de equilibrio mutacién-deriva, circunstancia que se manifiesta porque existe una alta
proporcién de alelos a baja frecuencia (0,001-0,100), superando a aquellos que se
encuentran a frecuencia intermedia (0,101-0,900) (Chakraborty y col., 1980) con
independencia del modelo mutacional que sigan los microsatélites. Luikart y col.
(1998) demostraron a través de simulaciones y analizando poblaciones naturales de

las que existia constancia de que habian atravesado recientemente un cuello de
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botella, que su método gréfico tenia la suficiente sensibilidad como para detectar
poblaciones que habian atravesado recientemente un cuello de botella; puesto que el
primer sintoma detectable de esta situacién consiste en un descenso de las
frecuencias de la primera categoria (0,001-0,100) con respecto a una o mas de las
categorias intermedias (0,101-0,900). Este descenso de las frecuencias bajas se hace
evidente antes que los otros sintomas asociados tradicionalmente al cuello de botella,
como son el descenso de la heterocigosis, el descenso del nimero medio de alelos por

locus o la disminucién de la proporciéon de loci polimérficos.

En el caso de nuestras poblaciones autdctonas, sélo la Raza Mallorquina
muestra un perfil similar al que Luikart y col. (1998) describen como representativo
de poblaciones que han sufrido recientemente un cuello de botella, con un salto
modal entre las categorias (0,001-0,100) y (0,101-0,200). Esta poblacién es junto con la
Jaca Navarra la que posee un valor més bajo de heterocigosis observada (0,70),
aunque no demasiado alejado de las demés, por lo que la heterocigosis por si sola no
hubiera sido un indicativo muy valido de un episodio reciente de cuello de botella.
No obstante, las posibilidades de que esta raza haya atravesado recientemente un
cuello de botella son grandes, si tenemos en cuenta su evolucién demografica
reciente, con un censo de partida de recuperacion de la raza en el ano 1980, de 20

yeguas y 7 sementales.

En el caso de la muestra poblacional analizada de la raza Pura Sangre Inglés,
aplicando el método descrito por Luikart y col. (1998), también podria considerarse
que ha pasado un episodio de cuello de botella (informacién no incluida en los
resultados) puesto que la categoria (0,101-0,200) tiene un valor mas alto que la
categorfa (0,001-0,100) y también es significativo su exceso de heterocigosis
observada (P<0,01) calculado por el método de Cornuet y Luikart (1996). Un
resultado similar fue el obtenido por Cunningham y col. (2001) quienes detectaron
un episodio reciente de cuello de botella en la poblacién de caballos Pura Sangre
Inglés analizada con 13 microsatélites (AHT4, AHT5, HMS2, HMS6, HMS7, HTGS3,
HTG4, HTG6, HTG10, LEX004, LEX007, VIAS-H17 y VHL20) tomando como base la
diferencia entre la diversidad alélica y la heterocigosis para su deteccién reciente. La
justificacion de los autores a esta situaciéon, un nimero muy reducido de animales
son los que han contribuido como reproductores a las generaciones posteriores, es

similar a la que se da para la raza Mallorquina.
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V1.3. Variabilidad genética entre razas

El estudio de los estadisticos F de Wright, permite cuantificar la diferenciacién
genética existente entre poblaciones, adjudicando parte de la variabilidad a
diferencias entre grupos poblacionales, y el resto a diferencias entre los individuos

que componen las poblaciones.

Cuantitativamente, un valor de Fsr en el rango entre 0,05 a 0,15 indica una
diferenciacién moderada, entre 0,15 a 0,25 una diferenciaciéon grande y mayor de 0,25
una diferenciacién muy grande (Wright, 1978). Sin embargo, valores de Fsr del orden
de 0,05 no son despreciables (Wright, 1978).

En este trabajo se ha obtenido un valor significativo (P<0,01) de 0,078, lo que
indica, segtn el criterio de Wright, una diferenciacion moderada. Si tenemos en
cuenta que se trata en muchos casos de razas geograficamente cercanas y que
cuentan con un ancestro comun, no resulta sorprendente que el valor obtenido no
rebase la consideracion de diferenciacion moderada, pero el hecho de que sea
significativo, indica que el flujo genético reciente existente entre ellas no ha sido muy
alto, y que la deriva genética ha actuado lo suficiente como para diferenciar a las
razas de forma significativa. Por tanto, del total de la variabilidad existente, el 7,8%
corresponde a diferencias entre razas, y el resto, el 92,2% corresponde a diferencias

entre individuos.

Este valor de Fsr, es consecuencia principalmente de la distancia entre el tronco
atlantico y el balear. La distancia genética entre las razas que componen el tronco
atlantico es de 0,051, significativa (P<0,01); y entre las dos razas del tronco balear de
0,065, también significativa (P<0,01). Por tanto las razas atlanticas estarian menos
diferenciadas entre ellas que las razas baleares. El valor de Fsr calculado entre el
tronco atlantico y balear es de 0,081, que es un valor comtinmente observado entre

razas que pertenecen a una misma especie.

Los valores de Fsr recogidos en otros trabajos han sido, en el caso de razas de
perro espafiolas de 0,099 (Jordana y col., 1992) y 0,108 (Morera y col., 1999), entre
razas bovinas europeas 0,070 (Cafion y col., 2001), valores ligeramente méas bajos que
los encontrados en razas de cabra suizas, con un valor de 0,170 (Saitbekova y col.,

1999) y en razas europeas de conejos, 0,150 (Surridge y col., 1999).

-164 -



Discusion

En cuanto al andlisis por microsatélite, todos los marcadores fueron
significativos para su estimacion de Fsr (P<0,01), pero el valor mas alto ha sido el
obtenido por HMS6 (0,159), y el mas bajo AHT4 (0,041). El marcador HMS6 es junto a
HMS2 uno de los dos marcadores que diferencia todas las parejas de poblaciones en
el test de diferenciacién génica de Fisher, y al contrario AHT4 es uno de los

marcadores que menos poblaciones diferencia.

Si tenemos en cuenta que la mayor parte de las diferencias entre estas razas es
atribuible a deriva genética, resulta interesante calcular qué cantidad de migrantes
soportaria cada raza, sin que por ello se resintieran sus diferencias genéticas. A este
respecto, las razas mds semejantes, son capaces de aceptar un mayor ntimero de
migrantes de poblaciones cercanas, y las mas alejadas genéticamente con un ntimero
mucho mds reducido de migrantes ven comprometidas sus estimas de distancias

genéticas.

Los niveles altos de flujo genético se contraponen a la adaptaciéon local, por
ejemplo, la fijacion de alelos es un fenémeno que estd favorecido bajo condiciones
locales, pero por otro lado el flujo genético genera nuevos polimorfismos en las
poblaciones e incrementa el tamano efectivo de la poblacién local, puesto que existe
cierta habilidad para resistir cambios aleatorios en las combinaciones de diferentes
alelos. (Barton & Hewitt, 1985)

El céalculo del valor de Fsr entre pares de poblaciones (Tabla 5.9.), ha
demostrado que la raza Pura Sangre Inglés muestra l6gicamente los valores mas
altos (0,100 a 0,157), con respecto al resto de las razas; lo que implica que un ntimero
de migrantes que variara entre 1,35 y 2,23, desestabilizaria los valores de distancias

genéticas entre las raza Pura Sangre Inglés y cualquiera de las otras implicadas.

Sin embargo entre las razas autéctonas espafiolas de este estudio, la raza Losina
y Mallorquina son las que presentan un valor mas alto de Fsr, y podrian aceptar un

namero de migrantes de 1,83 manteniendo sus diferencias genéticas.

El valor mas bajo de Fsr encontrado ha sido el existente entre las razas Caballo
de Pura Raza Gallega y Pottoka, siendo el valor de migrantes aceptable de 9,52, sin
que esto conlleve un acortamiento de las distancias genéticas existentes entre ambas

razas.
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Es necesario ser cautos a la hora de interpretar estos valores, y tener en cuenta
que la incidencia del nimero de migrantes no s6lo va a depender de la distancia
genética existente entre las dos razas, sino que una informacién demogréfica
adicional sobre el tamafio efectivo de poblaciéon, ademas del ntimero efectivo de
reproductores de cada sexo, contribuyen a estimar mejor cual va a ser el impacto real

del namero de migrantes (Ej. Bouteiller & Perrin, 1999).
V1.4. Distancias genéticas entre razas y su representacién grafica

Bajo la asuncion de equilibrio entre deriva y mutacién, el poder de diferentes
métodos de estimacion de distancias genéticas para la construccion de
dendrogramas, es discutida por Takesaki y Nei (1996). En este trabajo se apunta que
el coste de la varianza por la linearidad en el tiempo de una distancia, no es una
buena estrategia, y que es preferible trabajar con una distancia que aunque no sea
lineal en el tiempo, muestre la pendiente suficiente como para diferenciar
poblaciones, y que posea pequefias varianzas, puesto que de este modo obtendremos
dendrogramas mucho mas correctos y de mayor confianza. Es evidente que la
longitud de las ramas de este arbol no serd representativa de la divergencia en el

tiempo.

Goldstein y Pollock (1997), argumentan que asumir un modelo mutacional
correcto es decisivo a la hora de seleccionar una distancia, y por esto distancias como
Dsw y (0u)? que consideran que las probabilidades de insercién o deleccién de las
repeticiones de los microsatélites son las mismas, resultan poco eficientes, puesto que
la distribucion alélica de los microsatélites es un proceso asimétrico (Jin y col., 1996;
Zhivotovsky y col., 1996).

Los estimadores de distancias genéticas seleccionados en este trabajo, la
distancia de Nei (1983), Da, y el estimador Fsr, se han utilizado y justificado en
numerosos trabajos como los mas adecuados cuando se analizan razas o poblaciones
dentro de la misma especie. Takesaki y Nei (1996) apuntan que Da (Nei, 1983) y Dc
(Cavalli-Sforza & Edwards, distancia cuerda, 1997) son las mejores distancias a la
hora de reconstruir topologias y Ds (Nei, 1972) y (d1)? (Goldstein y col., 1995b) son mas
adecuadas a la hora de estimar la longitud de las ramas del arbol, y por tanto los

tiempos evolutivos.
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En este trabajo las matrices de distancias obtenidas con los estimadores Da y Fst
fueron posteriormente analizados por el método UPGMA y el dendrograma
obtenido muestra en ambos casos que las razas autoctonas aparecen en una rama y la
raza Pura Sangre Inglés en otra. Dentro del primer grupo existe un claro
agrupamiento de las razas procedentes del tronco atlantico por un lado y las razas
baleares por otro, estando mdas cerca de la raza PSI las razas baleares que las
atlanticas. En el dendrograma generado a partir de la matriz de distancias Da (Figura
5.23.), las ramas correspondientes a las razas del tronco atlantico muestran valores de
bootstrap para la distancia Da, entre 49 y 79, siendo la mas robusta la que
independiza a la raza Pottoka de las razas Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza
Gallega, aunque son precisamente estas tres razas las que presentan una alternancia

en su agrupamiento en su presentacién en cada dendrograma.

Esta configuracion del dendrograma no implica consideraciones evolutivas,
puesto que hay numerosos factores, como diferentes tamafos efectivos de las razas
que integran el andlisis, y existencia de procesos migratorios, que impiden
deducciones evolutivas seguras de una raza respecto a otra. Sin embargo, el arbol

obtenido si conlleva valoraciones de relaciones entre razas.

Bjornstad y col. (2003), analizan las relaciones genéticas entre caballos de
Mongpolia y caballos noruegos con un panel de microsatélites que comparte diez de
los microsatélites utilizados en este trabajo y la distancia escogida ha sido Da. En la
matriz de distancias, donde también se ha incluido individuos de las razas Pura
Sangre Inglés y Standardbred, se observan valores mas altos entre las razas noruegas
y Pura Sangre Inglés/Standardbred (0,228 a 0,338) que con los caballos de Mongolia
(0,177 a 0,266), los cuales estan a niveles similares a los encontrados entre los caballos
de Islandia y los caballos noruegos (0,171 a 0,232) de los que se sabe que
presumiblemente se separaron hace 1000 afios. Este tltimo grupo de valores es muy
similar a los encontrados en este trabajo entre las razas autoctonas espafolas y la raza
Pura Sangre Inglés (0,191 a 0,267).

En el estudio sobre algunas razas autéctonas de asnos de Espafia y Marruecos,
Aranguren-Méndez y col. (2001), introducen caballos de la raza Merens como
outgrup. Los animales han sido analizados con los mismos 12 microsatélites de este
trabajo, y los valores de la distancia Da calculados varian entre 0,057 y 0,197 para las

razas de asnos, que rondan valores parecidos a los encontrados entre las razas
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autéctonas de caballos espanoles. Los valores de distancia estimados entre las razas

de asnos y la de caballos vari6 entre 0,629 a 0,685.

Dentro de la especie bovina, Maudet y col. (2002), encontraron valores de
distancia genética Da entre razas autdctonas francesas entre 0,102 a 0,171, que son

similares a los encontrados en nuestras razas.

A la vista de estos resultados, parece evidente que una diferencia de valores de
Da entre razas y especies de 0,3 no parece coincidir con un crecimiento lineal de la
distancia genética, puesto que el tiempo de divergencia de las razas, desde el punto
de vista evolutivo, es mucho mas reducido que el tiempo transcurrido desde la
especiacion. Estudios sobre las relaciones filogenéticas dentro del género Equus
basados en marcadores genéticos y de proteinas (Clegg, 1974; Kaminski, 1979;
Lowenstein y Ryder, 1985; George y Ryder, 1986; Flint y col., 1990) y el estudio de
caracteres morfolégicos (Eisenmann, 1976; Bennet, 1980; Harris y Porter, 1980),
estiman que la divergencia de los caballos respecto de asnos y cebras se produjo hace

aproximadamente 2,4 millones de afos.

Por tanto, cuando se pretenden comparar razas que pertenecen a especies
diferentes, aunque filogenéticamente proximas, habria que decantarse hacia
estimadores de distancias genéticas que presentan una mejor evolucioén lineal con el
tiempo, como puede ser la distancia standard de Nei (1978), Ds, o la distancia (du)?
(Kalinowski, 2002.), aunque en numerosas ocasiones, estas distancias tampoco llegan
a resultados muy precisos. Calabrese y col. (2001) analizan dos estimadores de
distancias genéticas: Dsw y (0u)?, para validar un nuevo modelo mutacional de los
microsatélites, sobre cuatro tipos de divergencias: a) poblaciones humanas africanas
vs. no africanas, b) humanos vs. Chimpancés, c) Drosophila melanogaster vs. D.
simulans y d) ovejas vs. vacas. En el primer caso, utilizaron los datos aportados por
Goldstein y col. (1995) y Rubinsztein y col. (1995), y por medio de la distancias (u)?
y Dsw, respectivamente, llegaron a la misma conclusién respecto al tiempo de
divergencia, 156000 afios, valor que coincide con estimas previas y con los datos
arqueologicos. En el caso b), también basandose en los datos de Rubinsztein y col.
(1995), con la distancia Dsw, y en los datos conjuntos de Bowcock y col. (1994), Deka y
col. (1994) y Garza y col. (1995), con la distancia (du)?, llegaron a valoraciones de un
tercio y un séptimo, respectivamente, del tiempo real de divergencia, que se

considera ha sido de cinco a seis millones de afios (Goodman y col., 1998; Kumar y
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Hedges, 1998). En el caso c), el tiempo estimado de divergencia de las especies
consideradas, es de aproximadamente 2,5 millones de afios (Hey y Kliman, 1993).
Asumiendo datos procedentes de diferentes estudios, con ambas distancias, se
llegaron a estimas entre 1/16 y 1/8 del tiempo de divergencia real. Esta tendencia a
infraestimar los tiempos de divergencia por parte de estas dos distancias genéticas, es
mas evidente cuanto més distantes son las poblaciones medidas, y podria estar
justificada por una seleccion en contra de los alelos mas largos, aunque no esté claro
cual es el mecanismo biolégico que marca este limite superior. Por tanto, quiza seria
mas adecuado recurrir a otros marcadores genéticos con patrones de mutacién més
sencillos, cuando se van a estudiar poblaciones en las que los eventos mutacionales

tienen un peso muy grande en la estima de los tiempos de divergencia.

En todos los analisis que se han realizado para cuantificar la variabilidad
existente dentro y entre poblaciones, se ha asumido que los animales que las
componen son inequivocamente pertenecientes a ellas, y para ello se han utilizado
basicamente criterios de asignacion a raza basados en la morfologia del animal. Con
el objetivo de conocer la homogeneidad de cada raza, se ha tratado a los individuos
como unidades taxonémicas independientes y anénimos, y gracias al alto nivel de
polimorfismo de los microsatélites, se han calculado las distancias genéticas entre
ellos. La distancia genética estimada, ha sido la distancia de Bowcock y col. (1994),

que mide basicamente la proporcioén de alelos que comparten los animales.

El resultado de la matriz de distancias de Bowcock analizada con el método
UPGMA es el dendrograma que aparece en la Figura 5.25. En él se aprecia una
estructura poblacional poco clara, que es més grave en el caso de algunas razas del
tronco atldntico. La falta de claridad en la estructura poblacional de los caballos del
tronco atlantico semisalvajes puede ser interpretada como consecuencia de un mismo
origen para todas las razas, un hipotético tronco céntabro-pirenaico y unas
caracteristicas morfologicas muy similares que han permitido una introgresion
reciproca entre poblaciones, aunque no lo bastante intensa como para neutralizar los
efectos de la deriva genética debida al aislamiento reproductivo al que han llegado
las razas por la especial orografia del terreno donde se localizan. Estas razones, y el
hecho de que los Libros Genealégicos de algunas razas no se hayan creado hasta
fechas recientes, han facilitado un mayor intercambio genético entre ellas, dando

lugar a un arbol con una topologia de una baja robustez, que muestra valores
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relativamente bajos de boostraping para algunas razas. Entre las razas atlanticas, la
topologia del clado Asturcén es la mas robusta (84% de los animales del cluster,
dentro de la raza), probablemente por el mayor esfuerzo invertido para preservar
esta raza durante las altimas décadas, ya que el Libro Geneal6gico creado en 1981 es
el més antiguo de todas las razas descritas. La raza Losina, que también muestra un
claro agrupamiento (80% de los animales agrupados juntos), es un caso especial, ya

que hoy existe un solo rebafio en manos de un tnico criador.

Las razas mediterraneas forman claramente un cluster diferente, probablemente
por las mayores distancias geograficas desde las zonas atlanticas y también debido a

la influencia genética de la raza Arabe.

Las razas al estar basadas en diferencias morfolégicas y encontrarse
estrechamente ligadas a restricciones geograficas, se le pueden asignar diferentes
nombres a poblaciones estrechamente relacionadas localizadas en diferentes areas
administrativas (ej. Diferentes ciudades o diferentes comunidades auténomas como
en Espafia). El aislamiento reproductivo debido a las barreras geograficas o a
consideraciones socio-politicas facilita una deriva genética dentro de poblaciones que
ocasionara una diferenciacion genética de las mismas. Las diferencias morfolégicas
entre poblaciones, las cuales son con frecuencia insignificantes y una consecuencia de
la seleccién artificial, no son tenidas en cuenta por los andlisis con marcadores

moleculares.

Otro acercamiento al estudio de la variabilidad genética entre razas, es el
realizado por medio del analisis de correspondencia, que nos informa de la

contribucion de cada una de las razas a la diversidad.

En el andlisis que incluye tnicamente a las razas autdctonas espafiolas, se
aprecia que para el primer factor, que explica el 32% de la diversidad, la raza
Asturcéon es la que contribuye mas a la diversidad. Para el segundo factor que explica
el 23,3% de la diversidad, la raza con mas peso es la Jaca Navarra y las dos razas
baleares conjuntamente, y en el tercer factor, con un 18,6% de la diversidad, la raza

maés importante es la raza Losina.

Las razas que tienen mas peso en los tres primeros factores del andlisis de

correspondencia, coinciden con las razas que muestran un mejor agrupamiento en el
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dendrograma (Figura 5.25.) construido considerando los individuos como OTUs, a
excepcion de la raza Jaca Navarra. Tan sélo el factor 2 (Figura 5.29.), es un
discriminante geogréfico, situando a las razas baleares en un extremo, la raza Jaca

Navarra en otro, y aproximadamente en la zona media el resto de las razas.

Con el andlisis de diferenciacién génica de Fisher (Tabla 5.5.) por pares de
poblaciones, las mismas razas que muestran los valores mas altos de inercia en los
tres primeros factores, son las que en mas ocasiones quedaban diferenciadas por

locus.

En el andlisis llevado a cabo, el microsatélite HMS6 parece tener un papel
relevante en la explicaciéon de al menos los dos primeros componentes principales,
ya que presenta tres alelos con las contribuciones mdés altas. El alelo 171, que
contribuye al primer factor con un 8,1% y al segundo factor con un 15,5%, esta
presente de forma notable en las poblaciones de Pottoka, Mallorquina y
Menorquina, y practicamente ausente en todas las demds. Sin embargo para que la
raza Asturcén sea la que presente una mayor contribucién al primer factor, es
necesaria la participacion del resto de los alelos, especialmente el alelo 22 del HMS2
y el 172 de ASB2, que tienen frecuencias muy notables en Asturcén y practicamente

nulas en el resto de razas.

Los microsatélites HMS2 y HMS6 que contribuyen en gran medida a la
diversidad total, son los dos mismos marcadores que en el anélisis de diferenciacion
génica de Fisher (Tabla 5.5.) habian detectado diferencias significativas entre todos

los pares de poblaciones.

No obstante, la contribucidn total a la inercia de los microsatélites esta bastante
equilibrada, especialmente en el caso del primer factor, con los cuatro primeros
microsatélites repartidos, HMS6 (13,7%), HMS2 (11,3), HTG10 (11,1%) y ASB2
(11,1%), de modo que la no inclusién en el andlisis de alguno de los marcadores no
altera la conformacion espacial de la razas, y los ejes discriminan del mismo modo a

las poblaciones.

Esta circunstancia demuestra la robustez del analisis de correspondencia, lo
que contrasta con unos valores de bootstrap no muy altos encontrados en el
dendrograma elaborado a partir de la matriz de distancias genéticas (Figura 5.23.).

Este problema no es especifico de las razas espafiolas, sino que es frecuente
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encontrarlo en poblaciones que se encuentran préoximas geogréaficamente, y se han
obtenido resultados similares en el caso de estudios de poblaciones humanas
(Cavalli-Sforza y Piazza, 1993; Bowcock y col., 1994; Underhill y col., 2000) y de
razas domésticas: en vacuno (MacHugh y col., 1997), cabras (Saitbekova y col., 1999),
pollos (Wimmers y col., 2000) y perros (Koskinen y Bredbacka, 2000). Moazami-
Goudarzi y Laloé (2002) sugieren dos explicaciones a este hecho. La primera de ellas
propone que el origen de este resultado esta justificado por el empleo de un ntmero
bajo de marcadores para el andlisis, de modo que un incremento de su namero
conllevarfa una disminucién del error en la estima de las distancias (Foulley y Hill,
1999) y un incremento de los valores de bootstrap de los dendrogramas (Takezaki y
Nei, 1996). En la segunda explicaciéon lo justifican por discrepancias entre las
tipologias obtenidas con los marcadores individualmente, lo que queda evidenciado
por el elevado namero de correlaciones negativas obtenidas entre las matrices de
distancias Fst de cada marcador (Tabla 5.10.). Una aportacion mas a esta teoria se
ilustra por el estudio llevado a cabo por Laval y col. (2000), quienes encontraban
tilogenias més inconsistentes a medida que incrementaban el nimero de marcadores

en su estudio.

La ventaja del Analisis de Correspondencia consiste en que es independiente
del modelo mutacional de los marcadores genéticos empleados, y puede ser
desarrollado con cualquier tipo de marcador (marcadores fenotipicos, proteinas,

grupos sanguineos, SNPs,...).
VIL5. Asignacion racial

De los tres métodos propuestos, el método Bayesiano ha sido el que ha
mostrado mayor porcentaje de éxito en la asignaciéon de los individuos de este

estudio a su poblacién de origen, con un 86,9% de éxito medio.

En el analisis por raza, la raza Pura Sangre Inglés, es la que presenta mayor
porcentaje de éxito, con un 0% en los dos tipos de error estimados. En cuanto a las
razas autdéctonas y considerando tan solo los resultados obtenidos con el método
Bayesiano, la raza Losina coincide en presentar los porcentajes de error mas bajos.
Esta coincidencia de jerarquizaciéon de los dos tipos de error en una sola raza no ha
sido la ténica habitual, y resulta curiosa la situaciéon presentada por la raza

Mallorquina, con un 20% de error tipo I, y tan solo un 4,2% de error tipo II. En el
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caso de la Jaca Navarra, la situacién se invierte, y el error tipo I pasa a ser

notablemente menor que el error tipo II, con un 10,7% y 19,7% respectivamente.

En lineas generales los resultados obtenidos por este procedimiento muestran
cierta analogia con los resultados obtenidos tanto con el analisis de correspondencia
como con el dendrograma elaborado con la matriz de distancias de Bowcock (Figura
5.25.) y con el test de diferenciacién génica de Fisher por pares de poblaciones. Las
razas Asturcén, Losina, Mallorquina y Menorquina, son las razas mas diferenciadas
del resto y también las que menos porcentaje de error muestran en la asignacién

racial, al margen de la raza Pura Sangre Inglés.

En cuanto a la eficiencia de asighacién por parte de los microsatélites, se
repiten los resultados obtenidos con el andlisis de correspondencia, ya que los
microsatélites HMS6, HTG10 y ASB2 son los marcadores con mayor porcentaje de

éxito individual en la asignacion.

Existe una correlaciéon positiva entre el ntimero de loci analizados y las
posibilidades de asignacion con éxito (Blott y col., 1999; Bjornstad y Roed, 2001); sin
embargo, esto no justifica un incremento de mas de 10 a 20 loci para alcanzar
porcentajes de éxito préximos al 99%, puesto que superado el 95%, el incremento en
la ganancia por marcador afiadido es muy pequefio, y los costes de genotipado no

compensan este mayor poder de asignacion.

Un resultado interesante es el hecho de que la combinaciéon de los
microsatélites que posibilitan mayores porcentajes de asignacién individual correcta,
no conlleva un mayor éxito de asignacién conjunta, sino que combinando de forma
especifica los microsatélites obtenemos paneles de marcadores con mas o menos
éxito en la asignacion. Este es el caso de los valores acumulados de HTG10, HMS6,
ASB2, HTG6, y HMS2 que proporcionan un valor de 71,72% de eficacia en la
asignacion, pero si se sustituye HMS2 por AHT4, que tiene un menor valor
individual, se eleva a 72,64%. Una posible explicacién podria ser la presencia de
individuos genéticamente atipicos en las razas para determinados marcadores, por
lo que los paneles 6ptimos de microsatélites para diferenciar razas, son distintos en
funcién de las razas comparadas o por el hecho de que algunos microsatélites
muestran diferentes topologias en la diferenciacién de poblaciones, como se deduce

de las correlaciones negativas obtenidas al comparar las matrices de distancias Fsr
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entre pares de poblaciones, para cada uno de los marcadores estudiados (Tabla
5.10.).

Los resultados del andlisis por parejas han demostrado que existe una
correlacion positiva entre los valores de Fsr y el porcentaje de éxito de asignacion
racial, de modo que cuanto més alto sea el valor de Fst estimado entre una pareja de
razas, mayor poder de asignacién va a existir. Estos resultados corroboran los
obtenidos por Bjornstad y Roed (2001) y contradicen los de Blott y col. (1999),
quienes llegaron a la conclusiéon de que la correlacion positiva existia con mayores
heterocigosis de los marcadores y un mayor namero de alelos medio, y no existia
con los valores de Fsr. En la Tabla 6.3. aparecen comparados los 4 parametros

estimados en este trabajo sobre el total de razas estudiadas.

En el analisis por parejas, el microsatélite con mayor porcentaje de éxito ha sido
HMS6 en 11 de las 20 combinaciones, con valores entre el 83,24% y el 95,35%. Este
ultimo caso es el de las razas Losina y Mallorquina, lo que demuestra el alto poder
de discriminaciéon de este marcador en estas dos razas. El microsatélite con menor
porcentaje de éxito ha sido HTGS en 6 ocasiones, aunque el valor mas bajo de todas
las combinaciones, ha sido el aportado por el microsatélite HTG6, con un 33,01%, en

el caso de la pareja de razas Caballo de Pura Raza Gallega y Menorquina.

Aunque existen microsatélites que son mas potentes en su poder de asignacién,
resulta poco préctico a priori seleccionar microsatélites basados en sus valores de Fsr
sobre el total de las razas, y mucho menos sobre las heterocigosis y nimero de alelos
medio, como propone Blott y col. (1999), sino que parece mas conveniente en
funcién de las razas que intervengan seleccionar unos microsatélites u otros. Por
ejemplo, en el caso de las razas Losina y Mallorquina, tan solo con tres microsatélites
es posible alcanzar el 100% de asignacion correcta, HMS6, VHL20 y AHT4, que son
en el ranking individual de asignacién sobre todas las razas, el primero, cuarto y
quinto; mientras que en el caso de las razas Jaca Navarra y Caballo de Pura Raza
Gallega es necesaria la participacion de todos los microsatélites para alcanzar un
valor final del 89,18%.
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Tabla 6.3.: Valores por microsatélite del porcentaje de éxito de asignacién racial, el nimero de alelos

total observado, la heterocigosis esperada y el estadistico Fsr.

% asignacion Alelos He Fst
HTG4 27,17 7 0,71 0,060
HTG6 35,49 10 0,64 0,108
HTG7 30,31 6 0,70 0,082
HTG8 32,53 9 0,75 0,079
HTG10 39,93 11 0,84 0,081
HMS2 34,38 12 0,83 0,080
HMS3 30,68 10 0,76 0,112
HMS6 38,82 8 0,78 0,153
HMS7 30,68 9 0,81 0,056
ASB2 37,15 11 0,83 0,058
AHT4 34,01 9 0,80 0,042
AHT5 19,96 8 0,85 0,041
VHL20 32,53 10 0,85 0,061

VI. 6. Implicaciones para la conservacion de la diversidad genética.

Dentro de los programas de conservacion de los recursos genéticos un aspecto
crucial consiste en la estimacién lo mas fiable posible de las probabilidades de
extincién de una raza, y para ello es necesario tener en cuenta no sélo parametros
genéticos, sino que los factores ambientales, sociales y politicos, también son muy

informativos.

La diversidad genética es una de las tres formas de biodiversidad reconocidas
por la Unién de Conservacion Mundial (IUCN) que merecen ser conservadas. La
necesidad de conservar la diversidad genética de las poblaciones se basa en dos
argumentos: la necesidad de diversidad genética para que ocurra la evolucién, y la
relacion esperada entre la diversidad genética y la adaptabilidad de la poblacién.
Debido a que la pérdida de diversidad genética se relaciona con la endogamia, y la
endogamia reduce la aptitud reproductiva, se espera una correlaciéon entre
diversidad genética y adaptabilidad de la poblacion. Tradicionalmente se consideran

como medidas de diversidad genética, la heterocigosis (Lewontin, 1974), el namero
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de loci polimérficos, el nimero de alelos por locus, y el contenido de informacién

polimorfica (Botstein y col., 1980).

Con el objetivo de resolver problemas de conservacion genética los
microsatélites se han estudiado sobre especies tan diversas como los chimpancés, las
tortugas marinas, los cénidos salvajes y o0sos polares (Morin y col., 1994;
FitzZSimmons y col., 1995; Gottelli y col., 1994; Paetkau y col., 1995) y con mas exito
que otros marcadores, ya que han demostrado una mayor sensibilidad para detectar
variacion genética en algunas especies en las que no se habia detectado variabilidad
al ser analizadas con otro tipo de marcadores (Hughes y Queller, 1993; Menotti-
Raymond y O’Brien, 1995).

Garcia y col. (2000), comparan dos procedimientos de estimacién de la
diversidad genética para el grupo de poblaciones incluidas en este estudio. El
primero de ellos se basa en un procedimiento disefiado por Weitzman (1992, 1993),
quien desarrolla una medida de diversidad a partir de distancias genéticas que
poseen una serie de propiedades empiricas. El segundo método corresponde al

analisis de correspondencia.

Los resultados obtenidos por Garcia y col., (2000) con respecto al
procedimiento de Weitzman aparecen representados gréficamente en el
dendrograma de la Figura 6.1., donde las cifras que aparecen entre paréntesis
representan el porcentaje de diversidad que se pierde por la desaparicion de esa

raza, o del cluster.

Desde la perspectiva de pérdida de la diversidad la situacion mas grave
vendria dada por la desaparicion de las razas Mallorquina y Menorquina, las cuales
acumulan entre las dos un 50% de la diversidad total. La raza Mallorquina con un
22% de la diversidad posee un valor mas alto que las razas Pottoka y Caballo de
Pura Raza Gallega juntos, con un 18%. La pérdida de variabilidad genética de un
conjunto de razas no resulta de la suma de la variabilidad genética individual de

cada raza, ya que éstas no son independientes.
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Figura 6.1.: Dendrograma obtenido por el método de agrupamiento UPGMA partir de la matriz de
distancias genéticas Fsr. Las cifras entre paréntesis al lado de cada raza representa el porcentaje de
diversidad que se pierde por la desaparicion de esa poblacion. Las cifras en los nodos representan el

porcentaje de pérdida de diversidad por la desaparicién de esos clusters por el procedimiento de

Weitzman.

Los resultados obtenidos por el andlisis de correspondencia muestran unos
valores de inercia para cada raza que junto a los valores de diversidad obtenidos por
el procedimiento de Weitzman (Tabla 6.4.) dan una correlacién de 0,6. Las razas que
poseen inercias més altas, son la raza Asturcén en el primer eje con un 64,5%, la raza

Losina en el segundo eje con un 46,6% y la raza Jaca Navarra en el tercer eje con un
74,4%.

Tabla 6.4.: Valores de inercias (andlisis de correspondencia) y diversidad (procedimiento de

Weitzman) aportadas por cada una de las razas analizadas presentadas en el trabajo de Garcia y col.
(2000).

AST JN LOS CG PT MAL MEN
INERCIA 22 17 16 10 8 13 15
WEITZMAN 17 15 21 7 9 22 17

Como se puede ver, los resultados obtenidos por cada método son diferentes,

y los valores de diversidad genética que aporta cada una de las razas son distintos.
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Este hecho puede estar justificado porque el primer procedimiento estd basado en
distancias genéticas, que dan lugar a topologias muy diferentes, dependiendo del
modelo mutacional de los microsatélites en el que estan basadas y por tanto su
credibilidad va a estar muy condicionada al acierto en la eleccién de la distancia
genética apropiada, mientras que con el segundo método existe una independencia
absoluta de modelos mutacionales, y los resultados se basan exclusivamente en
alelos y frecuencias alélicas. En 1998 Thaom d’Arnolid y col. hacen criticas al
procedimiento de Weitzman, como la de no tener en cuenta la variabilidad dentro de

poblaciones, que si es tenida en cuenta por el anélisis de correspondencia.

En el caso de las especies domésticas se ha asimilado el término de
homocigosis al de extincién, en cuyo caso la raza Losina posee el valor de
homocigosis mas alto y por tanto las mayores probabilidades de extinciéon. En el
estudio desarrollado por Reed y Frankham (2003), se estim6 una correlacién media
ponderada entre medidas de diversidad genética, entre ellas el valor de la
heterocigosis, y medidas de adaptabilidad de la poblacion de 0,43, que fue altamente

significativa y justificaba el 19% de la variacién de la adaptabilidad.

Por tanto, a pesar de que estudios como el andlisis de correspondencia aportan
una informacion objetiva e importante acerca de la pérdida de variabilidad genética
como consecuencia de la desaparicion de alguna de estas razas, ante situaciones
graves de peligro de extincién, en las que los recursos econémicos son limitados, es
necesario priorizar unas razas sobre otras, y para ello es importante contar con
informacién adicional sobre la situacién global de cada una de ellas: tamafio total de
la poblacién, cambio de tamafio de la poblacion en los tultimos diez afios,
distribucion geografica de la raza, riesgo de cruzamiento indiscriminado, nivel de
organizacion entre los criadores, existencia o no de planes de conservacion, situacion
politica de las zonas de asentamiento de estas razas, importancia socio-cultural de

las razas, nivel de informacién y veracidad de la misma de cada raza, etc...
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VII. CONCLUSIONES.

1.- Los microsatélites han demostrado una vez mads ser una herramienta tutil
para evidenciar las diferencias genéticas existentes en este caso, entre las razas

autoéctonas espafiolas que participan en este estudio.

2.- La variabilidad genética encontrada en las razas autdctonas, que cuentan con
censos muy reducidos, es superior a la de la raza Pura Sangre Inglés,

principalmente como consecuencia de presiones selectivas menos intensas.

3.- Las razas del tronco atlantico, estan mas préximas genéticamente, como

consecuencia de un posible origen comun en los caballos celtas.

4.- Caballo de Pura Raza Gallega y Pottoka, son las dos razas con las

composiciones individuales mas heterogéneas.

5.- Las razas con mayor aportacion a la diversidad genética total son Asturcon,

Jaca Navarra y Losina.

6.- Los mejores resultados en la asignacién o exclusiéon de individuos a razas

estan correlacionados positivamente con valores mas altos de Fsr entre razas.

7.- La mejor combinacién de microsatélites para asignar individuos anénimos a
razas es distinta en funcién de las razas implicadas, por lo que parece méas
conveniente su seleccién en funcién de las razas que intervengan que a partir de

estimadores totales como la heterocigosis o el nimero de alelos.

8.- El microsatélite HMS3 es sospechoso de presentar alelos nulos en estas razas

y deberia descartarse en este tipo de analisis.
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Anexos

Anexo 1: Frecuencias alélicas del microsatélite HTG4 para cada raza estudiada.

HTG4 AST JN LOS CG PT THB ME MA
129 0,23 0,02 0,33 0,12 0,15 0,50 0,15 0,10
131 0,10 0,30 0,05 0,12 0,27 0,01 0,29 0,13
133 0,46 0,49 0,46 0,54 0,50 0,42 0,36 0,33
135 0,09 0,02 0,05 --- 0,05 0,04 0,07 0,25
137 -—- 0,08 0,05 0,05 0,02 - 0,13 0,10
139 0,12 0,10 0,05 0,13 0,02 0,03 0,02 0,10
141 - - - 0,04 - - - -

Anexo 2: Frecuencias alélicas del microsatélite HTG6 para cada raza estudiada.

HTG6 AST JN LOS CG PT THB ME MA
84 0,02 0,21 0,03 0,04 0,11 0,27 0,10 0,15
88 0,05 0,03 0,02 0,04 0,01 -—- 0,05 0,08
90 0,17 0,03 0,27 0,17 0,20 0,52 0,23 0,43
92 --- -—- 0,01 --- --- --- -—- ---
96 0,01 0,02 -—- 0,07 0,02 0,01 -—- -—-
98 --- - --- 0,04 --- --- --- 0,05
100 0,65 0,71 0,57 0,55 0,52 0,18 0,55 0,18
102 0,09 -—- 0,11 0,08 0,15 -—- 0,08 0,13
104 0,01 -—- -—- 0,01 -—- -—- -—- -—-
106 0,01 0,03

Anexo 3: Frecuencias alélicas del microsatélite HTG7 para cada raza estudiada.

HTGY AST JN LOS CG PT THB ME MA
118 0,51 0,19 0,18 0,22 0,17 0,18 0,16 0,23
120 --- 0,01 --- --- --- --- -—- -—-
122 0,01 0,11 0,06 0,08 0,18 0,01 0,02 0,45
124 0,22 0,34 0,32 0,14 0,14 0,38 0,10 ---
126 0,25 0,35 0,44 0,53 0,52 0,44 0,73 0,33
128 - - - 0,03 --- --- --- ---
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Anexo 4: Frecuencias alélicas del microsatélite HTG8 para cada raza estudiada.

HTG8 | AST JN LOS CG PT THB ME MA

176 0,48 0,44 0,46 0,32 0,43 0,01 0,15 0,35

178 0,02 0,01
180 | 003 014 020 027 018 014 024 0,10
182 | 003 0,09 003 0,02 0,03
184 0,01 0,01

186 0,18 0,23 0,27 0,28 0,25 0,65 0,24 0,33
188 0,22 0,04 0,05 0,09 0,11 0,19 0,29 0,18
190 - - 0,01 --- --- --- 0,08 0,03
192 0,06 0,04 0,02 --- 0,02 --- --- -

Anexo 5: Frecuencias alélicas del microsatélite HTG10 para cada raza estudiada.

HTG10 | AST JN LOS CG PT THB ME MA

94 - 0,02 - 0,01 - 0,31 0,13 ---
96 --- --- -—- 0,01 --- 0,01 --- ---
98 0,03 0,05 0,02 0,04 0,03 0,13 0,08 0,08
100 0,24 0,03 0,14 0,04 0,09 0,13 0,05 0,15
102 0,27 0,14 0,02 0,12 0,13 0,18 0,10 0,25

104 0,15 0,05 0,08 0,08 0,14 --- --- 0,08
106 0,08 0,48 0,24 0,33 0,29 0,16 0,45 0,20
108 0,02 0,04 0,10 0,13 0,06 --- --- 0,03
110 - 0,08 0,01 0,06 0,10 --- 0,03 0,03
112 0,21 0,10 0,39 0,20 0,14 0,09 0,08 0,15
114 --- --- -—- --- 0,03 --- 0,08 0,05
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Anexo 6: Frecuencias alélicas del microsatélite HMS2 para cada raza estudiada.

HMS2 AST JN LOS CG PT THB ME MA
216 -—- -—- -—- -—- - 0,03 -—- -—-
218 0,15 0,17 0,31 0,23 0,29 --- 0,31 0,45
220 0,08 0,21 0,13 0,16 0,17 0,12 --—- 0,05
222 0,18 0,02 --- 0,03 0,06 0,16 --- ---
224 0,21 0,23 0,10 0,29 0,09 0,69 0,42 0,18
226 0,04 0,16 0,07 0,13 0,22 --- 0,21 0,28
228 - - 0,08 0,04 0,06 - - -
230 --- -—- -—- -—- --- -—- -—- 0,05
232 --- -—- --- 0,03 --- --- --- ---
234 0,08 0,03 0,01 --- - --- --- ---
236 -—- 0,01 -—- -—- -—- -—- --- -—-
238 0,26 0,19 0,31 0,10 0,12 --- 0,07 --—-

Anexo 7: Frecuencias alélicas del microsatélite HMS3 para cada raza estudiada.

HMS3 | AST JN LOS CG PT THB ME MA
150 0,02 0,01 0,16 0,08 0,16 0,50 0,11 0,15
152 — - — 0,01 -— —— — —
158 0,09 0,03 0,05 0,11 0,08 0,10 0,47 0,23
160 0,08 0,01 0,02 0,06 0,08 0,06 -—- 0,03
162 0,10 0,08 0,05 0,16 0,14 0,09 0,11 0,15
164 0,35 0,64 0,72 0,34 0,30 0,24 0,18 0,23
166 0,29 0,11 0,01 0,17 0,14 - 0,13 0,18
168 0,08 0,10 --- 0,07 0,07 0,01 --- 0,03
170 -—- 0,02 0,01 -—- 0,04 --- -—- 0,03
172 -—- 0,01 -—- -—- -—- - -—- -—-
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Anexo 8: Frecuencias alélicas del microsatélite HMS6 para cada raza estudiada.

HMS6 | AST JN LOS CG PT THB ME MA

159 0,01 0,01 0,03 0,01 --- - --- -
161 0,11 0,33 0,11 0,18 0,04 0,08 0,03 ---
163 0,16 0,04 0,03 0,26 0,17 0,05 0,07 ---
165 0,03 0,07 0,02 0,04 0,21 0,40 0,08 0,40
167 0,19 0,17 0,17 0,06 0,07 --- --- ---
169 0,51 0,37 0,65 0,45 0,22 0,02 0,24 0,25
171 -—- 0,01 - - 0,30 0,45 0,57 0,35
173 --- --- --- --- -—- -—- 0,02 -

HMS7 | AST JN LOS CG PT THB ME MA

170 0,04
172 | 010 001 004 004 002 014 002 003
174 | 002 013 021 021 005 027 0,5

176 | 036 026 008 020 043 021 034 028
178 | 035 015 023 012 017 013 002 0,08
180 | 004 028 033 016 018 023 021 013
182 | 013 016 012 021 013 029 013 020
184 0,01 002 0,03 0,15
186 0,01 0,01 0,02
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Anexo 10: Frecuencias alélicas del microsatélite ASB2 para cada raza estudiada.

ASB2 | AST  JN LOS  CG PT THB ME  MA
154 0,03 0,05
170 001 015 005 004 005 003 0,08
172 0,14 0,05 0,02
174 023 013 008 008 011 014 005
176 008 002 0,09 0,10 0,10
178 025 019 021 035 024 013 026 053
180 012 025 008 023 029 018 032 015
182 003 004 013 013 012 005 0,03
184 001 006 0,01 003 003 013
186 020 021 027 012 004 015 015
188 004 008 002 004 021 0,02

Anexo 11: Frecuencias alélicas del microsatélite AHT4 para cada raza estudiada.

AHT4 | AST JN LOS CG PT  THB ME MA
148 033 027 019 026 027 020 032 013
150 001 027 012 0,09 010 0,08
152 005 017 002 008 011 022 018 018
154 024 009 020 015 024 015 018 0,28
156 010 0,02 002 001 005 0,05
158 0,04 002 0,05 0,03
160 005 014 004 003 003 0,03
162 014 026 017 024 027 043 011 018
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Anexo 12: Frecuencias alélicas del microsatélite AHT5 para cada raza estudiada.

AHT5 AST JN LOS CG PT THB ME MA
128 --- -—- --- 0,01 --- --- --- ---
130 - 0,01 -—- -—- - -—- -—- -
132 0,16 0,27 0,23 0,12 0,26 0,18 0,18 -—-
134 0,31 0,11 0,06 0,13 0,21 0,40 0,00 0,25
136 -—- 0,18 0,02 0,08 0,05 -—- 0,15 0,13
138 0,12 0,13 0,26 0,12 0,13 0,24 0,19 0,03
140 0,40 0,22 0,24 0,48 0,18 0,12 0,36 0,55
142 0,01 0,07 0,20 0,07 0,19 0,06 0,13 0,05

Anexo 13: Frecuencias alélicas del microsatélite VHL20 para cada raza estudiada.

VHIL20 | AST JN LOS CG PT THB ME MA
87 0,22 0,11 0,44 0,21 0,27 0,21 0,18 0,05
89 --- 0,03 -—- 0,03 0,04 - -—- -
91 --- 0,01 0,05 --- 0,03 - - -
93 0,09 0,05 0,05 0,06 0,05 0,17 0,23 0,10
95 0,05 0,26 0,10 0,11 0,24 0,40 0,23 0,55
97 0,12 0,16 0,02 0,13 0,14 0,23 0,07 0,03
99 0,07 0,13 0,12 0,17 0,06 -—- 0,08 -—-

101 0,31 0,16 0,17 0,19 0,06 -—- 0,08 0,08
103 0,04 0,07 0,05 0,04 0,06 --- 0,10 0,15
105 0,11 0,02 0,01 0,06 0,07 - 0,05 0,05
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Anexo 14:. Zona del cromosoma 1 donde se encuentra localizado el microsatélite HMS7.
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Anexo 15:. Zona del cromosoma 4 donde se encuentran localizados los microsatélites HMS6 y

HTG?7.
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Anexo 16:. Zona del cromosoma 6 donde se encuentra localizado el microsatélite AHT5.
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Anexo 17:. Zona del cromosoma 9 donde se encuentran localizados los microsatélites HMS3,

HTG4 y HTGS.
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Anexo 18:. Zona del cromosoma 10 donde se encuentra localizado el microsatélite HMS2.
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Anexo 19:. Zona del cromosoma 15 donde se encuentra localizado el microsatélite HTG6.
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Anexo 20:. Zona del cromosoma 24 donde se encuentra localizado el microsatélite AHT4.
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Anexo 21:. Zona del cromosoma 15 donde se encuentra localizado el microsatélite VHL20.
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