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INTRODUCCION

Trabajos previos, realizados a partir del analisis de marcadores moleculares de ADN
del tipo microsatélite, permitieron realizar estudios de la estructura poblacional y las
relaciones filogenéticas existentes entre cinco razas asnales de la peninsula ibérica
(Aranguren-Méndez y col. 2001, 2002a, 2002b). De forma general, los resultados mostraron
que las cuatro razas asnales de capa negra del Norte de Espana (Catalana, Encartaciones,
Mallorquina y Zamorano-Leonesa) formaban un grupo mas o menos solido, mientras que la
raza Andaluza se relacionaba mas estrechamente con la poblacién de Asnos de Marruecos,
soportando la teoria de un hipotético origen africano a partir del Equus asinus africanus. Sin
embargo, los valores relativamente bajos de bootstrap reflejaban una cierta inestabilidad de
la topologia.

El principal objetivo de este estudio fue determinar la variabilidad genética y las
relaciones existentes entre las razas asnales espanolas, a partir del analisis de dos regiones
conocidas del ADN mitocondrial, especificamente, una porcion del gen del citocromo b y otra
del D-loop. Para ello, ademas de las cinco razas peninsulares y la poblacion Asno de
Marruecos, se adicioné en el anadlisis una sexta raza asnal espafola, oriunda del
archipiélago canario, la raza Majorera; asi como, individuos de otra poblacién asnal africana,
el Asno de Zimbabwe, con el objetivo de que nos ayudaran a aclarar las relaciones
filogenéticas entre estas razas.

MATERIAL Y METODOS

Se extrajo ADN (gendmico y mitocondrial) a partir de muestras sanguineas de un
total de 91 individuos muestreados al azar. 71 correspondian a las seis razas espafolas:
AND Andaluza (n=20), CAT Catalana (n=10), ENC Encartaciones (n=11), MAJ Majorera
(n=10), MALL Mallorquina (n=10) y ZAM Zamorano-Leonesa (n= 10). Adicionalmente se
obtuvieron 20 muestras de asnos africanos, de dos diferentes localizaciones: MOR
Marruecos (n=9) y ZIM Zimbabwe (n=11). Estos se incluyeron como genuinos
representantes del E.a.africanus y del E.a.somaliensis, respectivamente. Las secuencias
publicadas del caballo (E.caballus), obtenidas del GenBank (n° de acceso X93337), se
incluyeron en los analisis filogenéticos como un outgroup.

Los “primers” (oligonucledétidos) para la PCR de la regién hipervariable del D-loop se
disefiaron en base a la secuencia del ADNm de asno almacenada en el GenBank (Xu y col.,
1996). Estas secuencias amplificaron un fragmento de 383 pb entre los sitios nucleotidicos
15387 y 15769. Asimismo se amplificd un fragmento de 312 pb de la regién del citocromo b,
entre los sitios nucleotidicos 14391 y 14703. Las condiciones de PCR, la secuenciacion de
sus productos, mediante un secuenciador automatico (ABI Prism 310 DNA sequencer), y el
andlisis de los mismos mediante el software de secuenciacion Genescan, asi como el
analisis de todos los estadisticos de diversidad mitocondrial, utilizando para ello los



programas Clustal-X, ARLEQUIN, MEGA, NTSYS y REAP, estan descritos en Aranguren-
Méndez (2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Del analisis de dichas regiones se obtuvieron 6 haplotipos para el citocromo b
(SPAN-1 a SPAN-6) y 7 para el D-loop (ATI-1 a ATI-7). La regién que aporté mas
informacion acerca de la diversidad genética entre las razas fue la D-loop, por lo que
Unicamente nos centraremos en ella. En la Tabla 1 se muestran las frecuencias de los
haplotipos del D-loop en las 8 poblaciones analizadas. Cabe destacar que 4 de los 7
haplotipos estuvieron presentes unicamente en una o dos razas, y que ninguno se presenté
en todas las razas a la vez. Los haplotipos mas frecuentes, tanto en las razas espafolas
como africanas, fueron ATI-1 y ATI-3, presentes en 7 y 5 de las 8 poblaciones totales,
respectivamente, resultando ser ademas los mas ancestrales. Las relaciones entre estos 7
haplotipos se muestran en la Figura 1, pudiéndose observar dos grupos claramente
definidos. El grupo formado por ATI-2, ATI-4, ATI-6 y ATI-7 se presentdé Unicamente en
razas espafnolas. La diversidad nucleotidica (n) oscilé entre 0,0006 para la raza Catalana y
0,0169 para la raza Andaluza.

A partir de los estadisticos de diversidad se calcularon las divergencias nucleotidicas
(da) y las substituciones nucleotidicas (dxy) entre poblaciones, las cuales nos dan una
estimacién de la distancia genética existente entre grupos. En la Figura 2 se puede observar
el dendrograma obtenido a partir de los valores dxy mediante el algoritmo neighbour-joining
(NJ), que muestra unas relaciones totalmente incongruentes con la distribucion geografica
de las razas y con las relaciones obtenidas con marcadores microsatélites. La raza
Encartaciones es claramente excepcional al clusterizar sola, asi como la agrupacion de las
dos poblaciones africanas con las razas Catalana y Mallorquina, al menos desde el punto de
vista geografico. Los efectos del tipo “cuellos de botella” o “efectos fundadores” podrian ser
la explicacion mas plausible para comprender la inesperada y marcada separacion existente
entre la raza ENC con respecto a las demas razas espafiolas.

Otro hallazgo importante es la estrecha similitud o relaciéon que presentan las razas
Andaluza y Majorera. Ambas razas comparten la gran mayoria de haplotipos, tanto de
citocromo b como de D-loop, y poseen dos haplotipos privados (SPAN-3 y ATI-5), presentes
unicamente en estas dos razas. Estos resultados nos sugieren un posible origen ancestral
comun o un gran intercambio de reproductores entre ellas.

A modo de conclusion, los resultados obtenidos a partir del analisis del ADNm
parecen indicar que el origen evolutivo del asno espafiol podria derivarse de un uUnico y
comun tronco ancestral con las razas africanas estudiadas. O bien que, procediendo de dos
troncos ancestrales, las actuales razas espafiolas serian producto de una mezcla de
diferentes lineas maternas como consecuencia de la gran afluencia africana que ha tenido
Espania, directa o indirectamente, a través de los siglos.
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Tabla 1. Frecuencias de los 7 haplotipos del D-loop mitocondrial observados en las 6 razas asnales
espafolas y las 2 poblaciones africanas.

AND CAT ENC MAJ MALL ZAM MOR ZIM  Total
Haplotipo  (20)* (10) (11) (10)  (10)  (10) (9 (11)  (91)

ATI-1 0.20 0.90 — 0.20 0.70 0.80 0.78 0.91 0.517
ATI-2 0.30 — — 0.30 — 0.20 — — 0.121
ATI-3 — 0.10 0.09 — 0.30 — 022 0.09 0.088
ATI-4 0.10 — — — — — — — 0.022
ATI-5 0.40 — — 0.50 — — — — 0.143
ATI-6 — — 0.82 — — — — — 0.099
ATI-7 — — 0.09 — — — — — 0.010

* Numero de animales analizados para cada poblacion.

Figura 1. Dendrograma N-J para los 7 haplotipos del D-loop, con la secuencia de caballo como
outgroup. Los numeros en las bifurcaciones representan el porcentaje de 1.000 replicaciones
bootstrap
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Figura 2. Dendrograma NJ para las seis razas asnales espafiolas y las dos poblaciones africanas,
basadas en el numero medio de substituciones nucleotidicas entre poblaciones (dxy).
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