DIVERSIDAD DEL DNA MITOCONDRIAL EN 4 RAZAS EQUINAS
AUTOCTONAS DE LA COMUNIDAD AUTONOMA DEL PAis

eman ta zabal zazu

euskal herriko
unibertsitatea

universidad
del pafs vasco

1.INTRODUCCION

Este trabajo se engloba en un proyecto mas amplio sobre el analisis de la

diversidad genética y relacmnes filogenéticas de las cuatro razas equinas

0 de la C 0 Vasca y Navarra: Pottoka (POT), Jaca
Navarra (JN), Burgete (BU) y Euskal Herriko Mendlko Zaldia (EHMZ). Estas razas
vya han sido mediante élite y abordamos ahora
el analisis de su genoma mitocondrial.

El DNA mitocondrial (DNAmt) de los mamiferos es haploide, de herencia
materna, sin recombinacién entre sus genes y con una tasa de sustitucion de
nucledtidos 5-10 veces mayor que el DNA nuclear. Estas caracteristicas facilitan el
uso del DNAmt como una herramienta para determinar las relaciones entre
individuos de una especie y entre especies estrechamente relacionadas, con
tiempos de divergencia muy recientes. La region D-loop del DNAmt,
concretamente, es la mas variable en su secuencla por lo que es muy Gtil para el
analisis fil é de grupos h

En equino el DNAmt ha sido frecuentemente utilizado para caracterizar la
variacion intraracial (Kavar et af. 1999, Kim et al. 1999, Bowling et al. 2000, Mirol ef

/. 2002). En cuanto al analisis de las relaciones filogenéticas intemaciales, los
trabajos mas extensos son los llevados a cabo por Vila et al. (Science 291, 2001) y
Jansen et al. (PNAS 99, 2002). Vild et al. mediante un analisis filogenético
agruparon las secuencias de diferentes razas de caballos antiguos y modernos en
6 clados (A-F), indicando un alto nimero de ancestros de origen antiguo.
Posteriormente, mediante el analisis de redes Jansen et ai. definieron un séptimo
clado (G).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE LA VARIACION

1. Sitios polimbricos enire los 77 haplotipes enconfrados

§ g

RELACIONES FILOGENETICAS

En los 80 individuos andlizados se han detectado 27 secuencias diferentes (hmtl-
hmt27). En total se han detectado 37 lugares polimérficos (Tabla 1), lo que supone el
84% de la secuencia obtenida. Todas las detectadas
transiciones, lo cual es muy comin en la evolucién del DNA mitocondrial de los
mamiferos.
Tabla 2. Frecuencia de cada haplotipo en las 4 razas
Haplolipo | Poltoka EHMZ Burgele __Jaca Navarra
it 02 01
hm2 01 0 0
hmt3 005 o 0 005
hmtd 015 015 01 [
hmi5 005 0 0 0
hmte 025 1 02 02
Tal y como se ve en la tabla 2, 7 00 0 o 5
cada raza presenta 4 o 8§ ma g oz o5 e
haplotipos que no aparecen en las fntid o o o 055
2 - b1 i 0 01 005
demds. Por otra parte, el haplotipo hmti2 0 0 0 008
i himif3 i 0 01 [
hmté es el tnico que aparece en Hmie; o o o g
las cuatro razas, y con una alta hinti5 i 0 s 0
fresuenci = L e S
bt 0 005 0 0
hmt1a 05 005 0 0
im0 [ 005 i 0
2t 0 005 0 0
hmi22 0 0 00 0
hmiz3 0 005 005 0
hmi2d i 0 0 00
s 0 005 0 [
hmi26 0 005 0 0
hmi27 01 0 0 0
Tabla 3. Diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1) para cada raza
Raza ™ Diversidad Diversidad
n  haplotipos  haplotipica  nucleoticica
(h +SD)
Pottoka 20 9 0.889+0.042 0.01777
Jaca Navarra 20 10 0.853+0.063 0.01814
urgete 20 " 0.932+0.033 0.01852
Euskal Herriko Mendiko Zaldia 20 13 0.942+0.034 0.01923 Figura 1. Arbol neighbour joining basado
Total 80 27 092110015 0.01825 en las distancias de Kimura 2-pardmetros.
; - i " . Las letras indi los diferentes clade
En la tabla 3 observamos varios pardmetros de diversidad poblacional, como el 28 sSoum facemy oF SlOnbs wedos
4 % CAIROS x 20 descritos por Vild et al. y Jansen et al.
nimero de haplotipos por raza y la diversidad nucleotidica y haplotipica. EI
nimero medio de haplotipos por raza es 10,75 (varia entre 9 y 13). Teniendo en
cuenta que este valor depende del tamafio de la muestra lo hemos comparado
con el valor medio obtenido por Vi/d et al, ya que en este trabajo han andlizado
también una media de 20 individuos en 10 razas. Asi pues, el valor obtenido en
esms cuatro razes es alto compardndolo con el de dicho trabajo (7,4
haplotipos). La diversid leotidica y haplotipica es muy similar en las cuatro ~ AGRADECIMIENTOS

ravoe. La divercidad nucleotidica media por raza es 0.0184, valor medio-alto
compardndolo con el valor obtenido por Vi/f et al (0.022). La alta diversidad
nucleotidica intrarracial en caballos puede ser debida a la migracion durante la
formacion de los diferentes razes o a la persistencia de arquetipos
mitocondriales dentro de los razas, este Gltimo, caso probeble en la raza
Pottoka.
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2. MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Del total de los animales muestreados se han seleccionado al azar 20 animales por cada
una de las cuatro razas nativas (n=80). En el muestreo se han tenido en cuenta las cinco
comarcas de Alava en las que se distribuye la raza EHMZ y las secciones en las que la raza
Pottoka se divide en su libro genealdgico.

AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

El DNA fue extraido de sangre total siguiendo protocolos standard. Se ha anplificado el
fragmento comprendido entre la regién tRNAP™ y el dominio central del D-loop (posiciones
15424-15862), utilizando los primers y las condiciones de PCR descritas por Markiund et al.
(1995). Estos fragmentos (439 pb) han sido purificados utilizando el kit de purificacion de
PCR QlAquick (QIAGEN), secuenciados mediante el kit de secuenciacion BigDye
Terminator y analizados en el analizador genético ABI PRISM 310.

ANALISIS DE SECUENCIAS
Anlisis de Ia variacion
Las idas se alinearon utilizando el editor de BioEdit v.5.0.9

(Hall T.A., 1999).
El allneamlento de nuestras secuencias con las del GenBank se realizé con el programa de
allneamlento multlple CLUSTAL w (Thompson J.D., 1994).

Los p de como la diversidad nucleotidica y la diversidad
haplotipica se calcularon mediante el programa DnaSP (Rozas J. ef al, 1999).

Relaciones filogenéticas

Se ha realizado el anlisis de las relaciones filogenéticas entre las cuatro razas nativas y
secuencias del GenBank de las siguientes razas: Asturcon, Losino, Pottoka, Mallorquina,
Menorquina, Andaluza, Arabian, Mongol, Belgian, Yunnan, Icelandic, Exmoor, Danish,
Shetland, Cheju, Thoroughbred, Przewalski y secuencias antiguas (Pleist. y Anc.). La
eleccion de estas secuencias es debida a que corresponden a los 6 clados definidos por
Vila et al. (2001). Se afiadié6 ademas una i al clado G
definido por Jansen et al. (2002). Asi podremos ubicar nuestras secuencias en los clados
definidos. La secuencia del burro (Equus asinus) se utiliz6 como outgroup. La comparacién
de estas secuencias se hizo sobre 291 pb (posiciones 15480-15770).

Las relaciones filogenéticas se analizaron mediante el programa MEGA2 (Kumar et al.,
1993). Las distancias genéticas entre razas y los diferentes haplotipos se calcularon
utilizando el modelo de 2-parametros de Kimura y se elaboré un arbol filogenético mediante
el método neighbor-joining (Saifou & Nei, 1987). La robustez del arbol fue evaluada llevando
a cabo un bootstrap de 1000 iteraciones, representandose en el arbol sdlo los valores
superiores a 50.

Tal y como observamos en la figura 1, la estructura del drbol es igual a la
obtenida por Vild et al (2001). Los bajos valores bootstrap son esperables
teniendo en cuenta los valores obtenidos en la mayoria de los andlisis
filogenéticos realizados en caballos (Kavar et al. 1999, Kim et al. 1999, Bowling et
al 2000, Mirol et al. 2002

Nuestros haplotipos se encuentran dispersos a lo largo de los diferentes
clados descritos por Vild et al (2001). Todas las razas no aparecen
representadas en cada uno de los clados: las cuatro razas aparecen
representadas en los clados A (10 haplotipos), € (6 haplotipos) y D (6 haplotipos),
mientras que tan sdlo una secuencia de la raza Jaca Navarra (hmt10) aparece en
el clado B y una secuencia de la raza Euskal Herriko Mendike Zaldia en los clados
E (hmit25) y F (hmt21). Ninguna de nuestras secuencias se agrupa con la
secuencia correspondiente al clado 6 definido por Jansen et al. (2002).

Es destacable que 3 de nuestras secuencias (hmté, hmt9 y hmt24) no se
incluyan en ninguno de los clados descritos y formen un grupo independiente (*).
Una comparacién en el Blast demuestra una identidad del 99% con la secuenciade
referencia X79547 (Xu & Arnason 1994), perteneciente a una raza sueca. El
haplotipo hmt6 se encuentra representado en las cuatro razas, mientras que los
otros 2 (hmt9 y hmt24) aparecen tan sélo en la raza Jaca Navarra. El hecho de
que el haplotipo hmt6 se encuentre con gran frecuencia en las cuatro razas y no
se incluya en ninguno de los clados definidos, podria indicar que se trata de una
secuencia propia de estas razas.

Vild et al (2001) exponen que las secuencias de caballos modernos no
definen un grupo monofilético con respecto a los progenitores salvajes, como
seria de esperar en caso de quz fueran fundados a partir de un limitado nimero
de poblaciones salvajes en el origen del caballn doméstico. Asi pues, el hecho de
que nuestras a lo largo de todo el drbol
corrobora laideade la unhgua diversidad mifocondrial

4. CONCLUSIONES

+ Teniendo en cuenta tanto la diversidad haplotipica como la nucleoctidica, la
variabilidad encontrada en las cuatro razas nativas ha sido muy alta.

* El analisis basado en confirma la de las
razas autoctonas analizadas en tanto que hemos encontrado haplotipos
correspondientes a los 6 clados descritos por Vila et al. (2001).

« Tres de las secuencias obtenidas en las cuatro razas nativas forman un
nuevo clado no descrito por otros autores. Estos haplotipos podrian ser
propios de estas razas.

«+ El analisis de estas cuatro razas nativas apoya el antiguo origen de las
lineas matemas en la especie equina. El analisis en profundidad de estas
puede contribuir al esclarecimiento de la historia del caballo doméstico en
Europa.

Este trabajo no hubiera sido posible sin la colaboracién de Koldo
Gotzon Pérez de la Diputacion Foral de Araba, Jon Agirre de
SERGAL, liiigo Agirre de la Diputacion Foral de Gipuzkoa, Alberto
Pérez de Munain de ITG-Ganadero e Ifiaki Intxausti e Ifiigo Pascual

de la Diputacion Foral de Bizkaia.



