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INTRODUCCION

La disminucion en el nimero mundial de razas esta afectando de forma dramatica a todas o casi todas
las especies, surgiendo la controversia de si se tienen o no que conservar [13,14). Al perderse las razas, se
pierden los genes que llevan, y el problema mas grave es el gran desconocimiento, a todos los niveles, que
tenemos de muchas de estas poblaciones con tendencia a la extincion.

En lo que se refiere a la poblacién asnal espafiola, asi como a la caballar y mular, sus tamafios censales
han ido disminuyendo ininterrumpidamente durante las ultimas décadas. A principios de siglo existian
aproximadamente un milloén de ejemplares, siendo las décadas de los afios 60 y 70 cuando se produce el gran
descenso de los asnos, y de los équidos en general, probablemente debido a la intensa mecanizacién del campo.
El ditimo dato censal, correspondiente al afio 1994, cifra el mimero total de asnos en Espafia en unos 90.000, y la
tendencia es a la baja.

Por lo que respecta a la situacion de las razas autéctonas espafolas (Andaluza, Asno de las
Encartaciones, Catalana, Mallorquina y Zamorana-Leonesa), comentar que su censo global no supera ni el
millar de ejemplares. En todas ellas, el nimero efectivo de hembras reproductoras es inferior a 100, con lo que
las podemos clasificar, segin la FAO, en la categoria de Razas Criticas. Sin ningun tipo de accidn, su tamafio
efectivo de poblacién es inadecuado para prevenir continuas pérdidas genéticas en generaciones futuras. Razones
y argumentos validos para su conservacién podemos encontrar tanto de tipo Genético-Productivo, como de tipo
Cientifico, razones Histérico-Culturales, asi como razones de tipo Ecolégico-Ambiental.

En las poblaciones de reducido tamafio poblacional, como son las que nos ocupan, los problemas
derivados de la consanguinidad suelen ser importantes, fundamentalmente por dos motivos: por la llamada
Depresion Consanguinea, que comporta una disminucién en los rendimientos promedio de los caracteres
cuantitativos, sobretodo aquellos relacionados con la esfera reproductiva, y para evitar, asi mismo, una
disminucién de la variabilidad genética de las razas debido a la homocigosidad creciente que comporta la
consanguinidad. Por ello, los posibles Programas de Conservacion que se pudieran instaurar en estas poblaciones
de animales vivos “in situ”, deberian tener como objetivos fundamentales y prioritarios el “Mantenimiento de la
mdxima cantidad de dwerstdad genética”, con el “Minimo incr to de c nguinidad ible por
generacidn”. Para tener en cuenta este objetivo, el criterio de eleccion para el apareamiento 6ptimo de un macho
con una hembra, tendria que ser aquel que maximizara el lamado Indice de Conservacién Genética [1,3] y
minimizara la Consanguinidad (F) de un hipotético hijo de la pareja.

El estudio que aqui se propone se enmarca dentro del proyecto CICYT (AGF98-0503), para la
caracterizacion y analisis de las relaciones filogenéticas de estas razas autdctonas espaiiolas, para asi poder
establecer las pautas o recomendaciones mas idoneas tanto para la conservacion genética ‘in situ” como “ex
situ” de estas poblaciones, de forma similar a lo que se viene realizando en la Raza Asnal Catalana
[4,5,6,7,8,10,11,12], programa de conservacion iniciado en el affo 1995 en colaboracién con el DARP de la
Generalitat de Catalunya, la asociacion AFRAC (4ssociacié del Foment de la Ra¢a Asinina Catalana) y la
Unidad de Genética y Mejora Animal de la Facuitad de Veterinaria de la UAB.

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
OBJETIVO GENERAL

El objetivo ultimo del presente proyecto es sentar las bases para la posible puesta en marcha de los
futuros “Programas de Conservacion y Mantenimiento de Recursos Genéticos Animales” en las razas asnales
espariolas: Andaluza, Asno de las Encartaciones, Catalana, Mallorquina y Zamorana-Leonesa.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
Objetivo 1: Descripcion general de las poblaciones: Recopilacion de datos preliminares de interés general.
Inventario censal, registro € identificacién individual con microchips.

-351 -



Objetivo 2: Caracterizacion de las razas.

2.1 Caracterizacién Morfolégica: Se realizard tanto a nivel cualitativo como biométrico. Esto podrd permitir,
entre otras cosas; crear, reglamentar, poner en marcha y gestionar (por parte de las diferentes Asociaciones) los
correspondientes Libros Genealogicos de las razas.

2.2. Caracterizacién Hematoldgica v Bioquimica Clinica: La determinacién de los perfiles hematologicos y
bioquimico clinicos, permitird establecer los rangos de referencia o de normalidad para las diferentes razas, para
ser posteriormente comparados entre si y con los obtenidos en otras razas mundiales de asnos. Ademas de su
utilidad en la caracterizacion racial, la determinacion de estos perfiles podria ser de mucha utilidad para la
préctica clinica veterinaria.

2.3. Caracterizacién Genética: A partir del andlisis de polimorfismos bioquimicos y de /oci moleculares
microsatélites. Estudio y andlisis del polimorfismo cromosémico. El anilisis de los marcadores genéticos
permitird, a nivel general, caracterizar genéticamente las razas tal como ya hemos dicho, asi como, la posibilidad
de realizar estudios de la estructura poblacional y de las relaciones filogenéticas existentes entre las mismas. A
nivel individual serdn de utilidad para la identificacién genética de los individuos, control de la patemidad en
genealogias dudosas, o de forma rutinaria, en vistas a una mejor gestion del Libro Genealdgico y a la
programacién de apareamientos. Ademads, cuando en alguna raza no se disponga de informacion genealégica, o
¢sta sea deficiente, el conocimiento de las combinaciones haplotipicas de los diferentes marcadores podra ser de
utilidad para identificar los individuos mas heterocigotos de la poblacién y/o aquellos con un mayor namero de
alelos raros [17], y asi poder programar los apareamientos mas idoneos para retener al méximo la variabilidad
genética de la poblacion.

2.4. Caracterizacién de la Estructura Genealégica y Demografica: Si los objetivos prioritarios en los hipotéticos
Programas de Conservacion “in sifu” que s¢ pudieran establecer tenian que ser (1) el mantenimiento de la
maxima cantidad de diversidad genética, (2) con el minimo incremento posible de consanguinidad por
generacion. resultaria de gran utilidad toda la informacion que se pudiera denvar del anAlisis de los pedigrees, ya
que ¢l conocimicnto de las relaciones de parentesco entre los individuos asi como del numero de fundadores
efectivos que existe en el pedigree de cada uno de ellos, seria de vital importancia para la programacion de
apareamientos que fueran 6ptimos para conseguir los objetivos anteriormente prcpuestos.

METODOLOGIA DEL ESTUDIO

La caracterizacion racial en los diferentes niveles que proponemos, ha sido ampliamente estudiada en
muchas razas de las diversas especies, por lo que la metodologia a utilizar aunque no sea novedosa, si que va a
ser original en muchos de sus apartados en la especie asnal (Equus asinus), debido a la gran escasez de trabajos
que existen a nivel mundial en esta especie. Intentaremos, dentro de lo posible, muestrear el maximo niimero de
animales, todos idealmente. No obstante, y para que los diferentes analisis sean minimamente fiables y
estadisticamente significativos, el niimero de individuos muestreados no serd nunca inferior a 50 animales por
raza, procurando siempre y cuando ésto sea posible, mantener una ratio similar en el mimero de machos y
hembras muestreados. Comunicaciones personales mantenidas con las diferentes asociaciones ¢ instituciones,
permiten avanzar esta cifra como punto de partida para el muestreo.

1. Caracterizacién Morfolégica

La toma de medidas morfométricas se realizard en individuos adultos de ambos sexos, con una edad no
inferior a 3 affos. Se tomardn un total de 26 medidas corporales, 7 cefalicas, 13 troncales y 6 de las extremidades,
mediante baston zoométrico, compas de brocas y cinta métrica. A partir de estas variables se obtendrd asimismo
informacién para 12 indices zoométricos.

La informacién generada se¢ almacenard en una base de datos (Microsoft Access) y se analizard
estadisticamente utilizando el paquete SAS. Asimismo, se estudiard de forma grafica (dendrograma) la relacion
existente entre las variables, mediante el método del analisis de clusters utilizando el algoritmo UPGMA
(PHYLIP computer package). El poder diferenciador de las variables analizadas se cuantificard mediante un
andlisis discriminante multiple (SAS). A partir de los datos morfologicos cualitativos se procedera al calculo de
la distancia genética MCD (Mean Character Difference), que serd utilizada para generar los correspondientes
arboles filogenéticos mediante el programa PAUP. De forma similar, a partir de las variables morfologicas
cuantitativas se calcular la distancia genética de Mahalanobis, procediendo posteriormente a la reconstruccion
filogenética (programas PHYLIP y PAUP). Los dendrogramas resultantes se discutirdn y compararan con los
obtenidos a partir de marcadores genéticos
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2. Caracterizacion Hematolégica y Bioquimica Clinica.

Las extensiones para evaluacion diferencial de los perfiles hematolégicos se realizardn inmediatamente
después de la llegada de la muestra al laboratorio, procediéndose a analizar un total de 16 variables
hematolégicas mediante metodologias analiticas estandarizadas. Asi mismo, se analizarin un total de 12
variables séricas bioquimicas utilizando kits comercialmente disponibles. El efecto de los factores sexo y edad
sobre dichos pardmetros, seran analizados para las variables distribuidas normalmente o aproximadas a una
normal después de una “power transformation”. Para aquellas variables que no se puedan ajustar a una normal,
se utilizardan andlisis de test no-paramétricos. Todos los analisis se llevardn a cabo mediante el paquete
estadistico SAS.

3. Caracterizacién Genética.

Se analizardn, en principio, un total de 7 loci génicos bioquimicos (TF, AlB, ALB, PI, GC, PGD y
GPI), mediante técnicas convencionales de electroforesis [2]. El Equine Paternity PCR Typing Kit (PE, USA),
permitira analizar un total de 12 /oci microsatélites (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, HMS6, AHTS, ASB2,
HTG7, HMS3, HTGI0 y HMS2), y adicionalmente, otros 7 /oci microsatélites, aislados de caballo, seran
analizados de forma independiente mediante marcado fluorescente (MPZ001, MPZ002, HTG8, HTG14, HTG1S,
HMSI1 y HMSS5). Los productos amplificados de PCR, se analizardn con un equipo Applied Biosystems 310
DNA Sequencer (ABI, Foster City, CA) mediante el sofiware de anilisis GENESCAN (ABI). El estudio de la
estructura genética poblacional se llevara a cabo mediante los F-estadisticos de Wright, siguiendo la metodologia
de Weir and Cockerham [18], programas FSTAT y MICROSAT. Para el estudio de las relaciones filogenéticas,
se utilizaran como distancia y algoritmo de eleccién [16], para ambos tipos de marcadores, la distancia D, de
Nei et al. [15] y el algoritmo NJ (neighbom-joining method), utilizando para ello el programa DISPAN. No
obstante, también se utilizard la distancia (5p)* de Goldstein et al. [9] para los microsatélites (programa
MICROSAT), realizando posteriormente las oportunas comparaciones.

La variabilidad intraespecifica que corresponde a los polimorfismos cromosdmicos es una parte muy
importante de la biodiversidad y fundamental para entender la evolucién. A partir de cultivos linfocitarios se
obtendran células en metafase. Los cromosomas se tefliran siguiendo las metodologias clasicas para estudiar las
bandas eucromaticas (bandas G) y las heterocromaticas (bandas C), asi como las bandas producidas mediante Ia
utilizacion de diferentes enzimas de restriccion. La variabilidad observada se analizard mediante los programas
PHYLIP y PAUP.

4. Caracterizacién de la estructuracién genealégica y demografica.

Para aquellas poblaciones en las cuales dispongamos de suficiente informacién genealogica, se
procederé al célculo de los correspondientes parametros demograficos. Los coeficientes de consanguinidad (F)
de cada individuo serdn calculados utilizando un programa especialmente disefiado para ello, a partir del
algoritmo de Quass-Henderson, y a partir de los trabajos realizados por Boichard et al. [3], se procedera al
calculo del mimero efectivo de fundadores (f.) que existen en el pedigree de un individuo, medida equivalente al
Indice de conservacion genética [1], como indicador de la capacidad que tiene un individuo para conservar la
variabilidad genética ancestral de la poblacién fundadora.
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