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1. INTRODUCCION

Los équidos han ocupado, y sin duda aun ocupan, un lugar muy importante en el
devenir histérico del hombre. Se pueden encontrar aun hoy fuertes lazos culturales
asociados a razas de caballos y zonas geograficas que contribuyen a la
preservacion de las tradiciones locales.
La explotaciéon equina tradicional se enfocaba principalmente al uso de las
caballerias como animales de silla, tiro o enganche y muy ligados a las labores del
campo para el manejo de otras especies ganaderas. En la actualidad estos usos
estan derivando hacia una en la practica mas ludica e incluso deportiva en los
paises mas desarrollados.
El Caballo Marismefio es sin duda un heredero de estas tradiciones en un entorno
tan peculiar como la Marisma del Guadalquivir y el Entorno Natural de Dofana. En
esta zona siempre ha habido caballos criandose en semilibertad existiendo
referencias sobre los derechos de explotacion de los ganaderos de Almonte y o
Hinojos sobre los caballos que podian tener en propiedad pastando en
semilibertad en este area tan peculiar. Una de las tradiciones que se ha
conservado desde hace mas de 500 afos es la Saca de las Yeguas de Almonte.
Se trata de recoger una vez al afo el ganado disperso y reunirlo para seleccionar
los ejemplares destinados a otros usos como la venta o el sacrificio, identificar y
marcar los potros y cortar las crines para evitar enredos con la maleza.
El Caballo Marismefio fue evolucionando con tiempo y en la segunda mitad del
siglo XX fue perdiendo su rusticidad y sobriedad a medida que su uso en el campo
perdia interés y aumentaba la demanda de animales de mas alzada para su
monta. Algunos ejemplares se conservaron en la Reserva Biolégica de Dofana
derivando en lo que hoy se conoce como la raza Caballo de las Retuertas,
reconocida como tal en el ano 2016. Otros fueron adaptandose a las necesidades
del momento, unica garantia de supervivencia de este antiguo caballo,
configurando el actual Caballo Marismeno, cuyo reconocimiento como raza en
peligro de extincion tuvo lugar a partir del afo 2003. Sin embargo, los
cruzamientos indiscriminados que sufrid este caballo a finales del pasado siglo no
9



fueron capaces de borrar caracteristicas tan tipicas y necesarias como la
rusticidad y sobriedad. El entorno hostil de la Marisma ha mantenido una presion
de seleccion natural que sélo ha permitido sobrevivir a aquellos ejemplares que
expresaban mejor su resistencia. Asi, hoy todavia abundan caballos con una gran
capacidad de adaptacion a este entorno y por esa razén, y a pesar de los
cruzamientos, obtuvieron el reconocimiento como raza para preservar y gestionar
su futuro de forma mas ordenada.

Una vez que la Asociacion de Criadores de Ganado Marismefo se hace cargo de
la gestién del Caballo Marismefio se plantea el reto de conseguir un caballo que
tenga una oportunidad en su conservacion, no como una especie zooldgica, sino
adaptado a los nuevos usos y costumbres de la sociedad actual, como siempre
habia sido, pero sin olvidar su origen e integracion como parte de la Marisma y de
Dofana.

Se hace necesario por lo tanto utilizar las herramientas disponibles para iniciar
este apasionante proyecto de conservacion del Caballo Marismefio entre las que
se encuentra la caracterizacion genética de la poblacion con marcadores
moleculares, la seleccion de reproductores que cumplan mejor con las exigencias
estéticas y funcionales que indique la Asociacion y el apoyo del control
genealdgico para que el Registro de los ejemplares sea lo mas fiable posible,
dificultad anadida por su explotacion en condiciones se semilibertad.

10



OBJETIVOS

1. Caracterizar genéticamente el Caballo Marismefio utilizando como
marcadores genéticos secuencias microsatélites del ADN.

2. Determinar la relacion genética entre el Caballo Marismerfio y el Caballo de
las Retuertas.

3. Evaluar la posible singularidad genética del Caballo Marismefio
comparandola con otras razas autéctonas espanolas, americanas y
europeas.

4. Analizar la estructura genética de la poblacion y asignacién individual a la

raza como herramienta del programa de conservacion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Introduccion historica

La tradicién caballar en el area de las marismas data desde el Bajo Imperio Romano
(siglos Il 'y IV d.C). Esta tradicion tuvo continuidad tras la invasion y asentamiento de los
arabes y culturas norteafricanas en la Peninsula Ibérica desde que cruzaron el estrecho en
el ano 711 d.C. Las yeguadas musulmanas tenian un propdsito exclusivamente militar.
Segun los textos de la época, hay constancia de los cruces realizados para la mejora y
especializacion de la raza autoctona, con sangre de caballos norteafricanos, conocida
como la raza arabe.

Durante la Edad Media, las yeguadas exclusivamente militares dieron paso a una
ganaderia extensiva donde se mezclaba todo tipo de ganado: caballar, vacuno, caprino,
ovino y porcino. Fue durante esa época en la que se produjo una reduccion significativa de
los pastos comunales y una restriccion a la entrada de ganado foraneo.

En la Edad Moderna se produjo una emigracién de personas importante, asociada a los
viajes a las Américas, junto a las que también emigré6 ganado. La aportacion de ganado
implicé también la de los usos ganaderos que acabaron remedando el modelo marismefio,
unico en Espafia por su extraordinaria adaptacion ecolégica a las condiciones
climatoldgicas del tropico.

Tras la conquista del reino de Granada, el duque Don Juan (1466-1507), segundo de la
Casa de Medina Sidonia, se dispuso a reorganizar sus posesiones territoriales, que
comprendian un area de aproximadamente 6000 km?. Una de las medidas mas
importantes que tomo fue la publicacion de las Ordenanzas Ducales del afio 1504, cuyas
disposiciones se mantuvieron vigentes como leyes locales hasta el s. XIX.

A pesar de su extincién, algunos usos tradicionales relativos a los aprovechamientos
agropecuarios de aquellas viejas ordenanzas, siguen sustancialmente vivos en nuestros
pueblos.

Durante la Edad Moderna hubo varios pleitos por los pastos almontefios. Tras su
resolucién diplomatica, el ganado marismefio empezé a sentar un precedente que, con los
anos, se volvidé en uso y disfrute pacifico y que tuvo continuidad en el s. XVIII, con sus mas

y Sus menos, y sus tiras y aflojas con la Casa Ducal.
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En el afio 1900 se produjo la venta del Coto de Donana a Guillermo Garvey, lo que implico
una reordenacion productiva del coto hacia la caza deportiva y afect6 muy negativamente
al pastoreo del ganado equino, que fue disminuyendo paulatinamente.

Al llegar los afios sesenta, un cambio de mentalidad se hace patente en todas las politicas
internacionales. El conservacionismo se pone de moda, y la comunidad internacional pone
sus ojos en las Marismas del Guadalquivir. En 1963 se crea la Reserva Biologica de
Dofana, y en 1969, por Real Decreto 2412 de 16 de Octubre, el Parque Nacional de
Dofana, que incluye los terrenos de Almonte, Hinojos y Aznalcazar. Las yeguas tienen que
compartir a partir de ese momento los espacios protegidos y conviven formando parte de
sus ecosistemas. La competencia entre el ganado, y los animales salvajes por los recursos
alimenticios, a menudo ha sido fuente de conflicto. Su permanencia en las marismas sera
regulada a partir de ese momento por este organismo estatal.

La carga ganadera del Parque Nacional de Donana ha ido disminuyendo con el tiempo, la
actividad ganadera, principalmente yeguar y vacuna, ha dejado de ser considerada
molesta y no deseable para pasar a ser vista como un aprovechamiento tradicional
compatible con la conservacion.

En febrero de 1982 se crea en Almonte la Asociacion de Criadores de Ganado Marismefio,
cuyos fines, en lineas generales, son los siguientes:

—>Defender los intereses de los asociados.

—->Velar por la continuidad de la raza autoctona marismefa, tanto la vacuna como la
equina.

—~>Mejorar genéticamente la raza, controlando la introduccion de sementales.

—>Adquisicion de sementales selectos para la mejora de la raza.

—>Conseguir que los terrenos en los que tradicionalmente han pastado estos animales se
mantengan con igual dedicacion y superficie.

—~>Recabar los medios econdmicos y gestionar la base territorial que posibilite el pasto de
los animales en épocas adversas.

De todos los asociados, unos 420 son criadores de yeguas marismenas.

2.2 Espacio Natural de Dofiana

La raza equina Marismefa, se desenvuelve en lo que, desde la aplicacion de la Ley de
creacion del Espacio Natural de Dofana 8/1999 de 27 de octubre, integra el Parque

Nacional de Dofiana y al Parque Natural de Doflana en un espacio unico llamado Espacio
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Natural de Dofana, exceptuando la Reserva Biologica de Dofiana que la ocupa el Caballo
de las Retuertas. Su superficie total son 108087 Ha, de las cuales 54.252 Ha son del
Parque Nacional, y 53.835 Ha son de Parque Natural.
El territorio comprende la llamada Comarca de Dofana: Se distribuye en tres provincias:
Huelva, Sevilla y Cadiz, y comprende los municipios de: Almonte, Bollullos Par del
Condado, Bonares, Hinojos, Lucena del Puerto, Moguer, Palos de la Frontera y Rociana
del Condado (Huelva); Aznalcazar, Isla Mayor, Pilas, La Puebla del Rio y Villamanrique de
la Condesa (Sevilla); Sanlucar de Barrameda (Cadiz).
El Espacio Natural de Dofana es muy variado en lo que se refiere a ecosistemas
representados, muchos de ellos protegidos y unicos, de gran riqueza: Lagunas y marismas
costeras, dunas moviles, playa, matorral mediterraneo y pinar, dunas fésiles y marismas
transformadas. Algunos de ellos son fruto de la intervencion humana prolongada, no son
todos ecosistemas naturales: las cadenas de dunas, los pinares y la propia marisma son
algunos ejemplos de ello.
Esta integrado en numerosas redes de conservacion:
Parque Nacional de Dofana:

¢ Reserva de la Biosfera, (Programa MaB - UNESCO)

¢ Humedal de importancia internacional por el Convenio de Ramsar

e Diploma del Consejo de Europa a la Conservacion Zona de Especial Proteccién

para las Aves (ZEPA).
e Lugar de Importancia Comunitaria (LIC) Patrimonio de la Humanidad por la
UNESCO

Parque Natural de Dofiana:

¢ Reserva de la Biosfera, (Programa MaB - UNESCO)

e Zona de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA)

e Lugar de Importancia Comunitaria (LIC)

¢ Humedal de importancia internacional por el Convenio de Ramsar
(fuente: www.donana.es, www.juntadeandalucia.es,www.mapama.gob.es/es/ )
Todo esto hace que tanto el entorno, como la fauna y flora que encontramos, tanto salvaje
como doméstica se conviertan en un patrimonio de valor incalculable, que es necesario

conservar y proteger.
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Figura 1. Mapa del Espacio Natural de Dofiana. Fuente: www.donana.es

2.3 Climatologia de la zona
Castroviejo (1993) define el clima de Dofiana como mediterraneo con influencias

oceanicas, o mediterraneo subhumedo con influencia atlantica. Se trata de un clima suave,
de temperaturas suaves durante todo el afio (la temperatura maxima media es de 24,3°C, y
la minima media es de 14,1°C), con inviernos hiumedos y veranos secos.

Las precipitaciones se concentran en determinados meses del afo, lo que hace que el
clima se limite a dos estaciones: la seca, de abril a septiembre, y la humeda, de octubre a
marzo. El verano se caracteriza por tener de 3 a 5 meses de aridez, lo que produce una
carencia importante (en ocasiones dramatica) de agua.

Las lluvias varian mucho de unos afios a otros: hay afios muy secos, que no alcanzan los

200 I/m? y otros muy humedos, con precipitaciones que superan los 1000 I/m?2.

2.4 La Saca de las yeguas

La Saca de las Yeguas es una tradicibn muy vinculada al ganado equino y a las
localidades de Almonte y El Rocio, que cuenta con mas de 500 anos de antigiedad. El

numero de espectadores de la Saca de las Yeguas ha ido en aumento, sobretodo en la
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fase que sucede en la aldea del Rocio, una de las mas vistosas y emotivas. La Saca de las
Yeguas ha dejado de ser un evento unicamente ganadero, para pasar a ser un fenomeno
social.

A lo largo de cientos de afnos, algunos grupos de vecinos de las localidades que rodean las
marismas, y particularmente de Almonte, habian ido perfilando un singular sistema de
manejo del ganado que permitiera aprovechar los pastos que ofrecian estas tierras.
Siguiendo una bien articulada estrategia de cria extensiva, perfectamente adaptada a sus
ciclos ecoldgicos (Jordan, 1993), los ganaderos de Almonte dejan que sus yeguas y Sus
vacas anden a su aire y sobrevivan por si mismas en las Marismas, un ambiente hostil que
pasa de ser un lago superficial a convertirse en un erial cuarteado en pocos meses. Su
interferencia en la vida de los animales es reducida y se concentra, principalmente, en
torno a un rodeo anual conocido por la Saca de las Yeguas, en el que la mayoria de los
animales, especialmente las hembras y sus potros, es reunida y después trasladada hasta
Almonte pocos dias antes de la Feria patronal de San Pedro para la tusa, el herrado y la
compra-venta (Murphy 1987; Gonzalez Faraco y Murphy 1999a). El término “tusa” es una
palabra arcaica que hace referencia al acicalado de las crines de los animales,
concretamente al corte del pelo de la cola y del cuello, para evitar que los animales se
enreden las crines, se las llenen de barro y puedan herirse accidentalmente durante el ano.
La Saca, como otras actividades ganaderas en la Marisma, ha ido evolucionando hasta
adquirir una compleja configuracién cultural en la que muchos elementos han sido
incorporados muy recientemente. Todas estas novedades, mas o menos intencionalmente
planeadas y ejecutadas, se han revelado muy eficaces para preservar esta actividad
pecuaria en momentos de agudo cambio social en estas comunidades y de frecuentes
crisis en sus relaciones con la Administracion del Parque (Murphy y Gonzalez Faraco,
2002)

Salvo las rapas das bestas que se celebran en algunos lugares de la Galicia rural (Cabada
Castro, 1992) y algunos otros ejemplos en el norte del pais, nada parecido a la Saca de las
Yeguas de las Marismas de Dofiana resta ya en nuestra geografia.

Cada 26 de junio los yeguerizos de Almonte, tras pasar una noche al raso entre animados
coloquios y evocaciones nostalgicas (Pérez Martinez, 1992), alguna que otra copla y mas
de un trago de vino, desmontan los improvisados y escuetos campamentos instalados en
la vera, en las vetas y en otros puntos del llano marismefio, y, desde alli, en pequefios
grupos, salen para localizar las yeguas que andan dispersas. El laborioso rodeo de los

animales pone a prueba la habilidad de los jinetes, que se sirven de una vara de medianas
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proporciones o chivata para arrearlos. Poco a poco, conforme el sol va saliendo, se van
formando grupos de caballos cada vez mas grandes. Desde el Sur, en las Marismillas o en
las Nuevas, o desde la Marisma de Hinojos, jinetes y animales se van encaminando hacia
el Norte de la Marisma levantando una densa polvareda.

En ciertos puntos especificos de la Marisma se van congregando las primeras tropas para
ir, poco a poco, confluyendo en las playas del Rocio, a la vista de la ermita de la Virgen. Es
alli donde se concentra el grueso del ganado y es entonces cuando se termina por decidir
—Ilabor que ya en gran parte se ha realizado marisma adentro— qué animales deben
seguir viaje hasta Almonte y cuales deben permanecer en la Marisma. No es tarea sencilla
apartar del grupo a aquellos que han de quedarse; el instinto gregario de estos animales es
muy fuerte. Las carreras se suceden y la manada, inquieta, se agita y llena el aire de
relinchos.

Los yeguerizos, con la cabeza protegida del sol con un pafuelo ajustado bajo la gorra,
toman posiciones alrededor de cientos de yeguas que apenas se entrevén en medio de las
nubes de polvo. Muchos espectadores se acercan, a prudente distancia, a ver el vibrante
espectaculo del rodeo. Hasta hace pocos afos, presenciarlo era mucho mas dificil, puesto
que las operaciones finales se realizaban en el interior de la Marisma de Hinojos y las
yeguas, ya seleccionadas, seguian una ruta distante de la Aldea del Rocio para tomar el
Camino de los Tarajales y, por fin, llegar a Almonte. Desde hace algunos afios, la «Aldea
Sagrada» (Gonzalez Faraco y Murphy, 1999b) se ha convertido también en escenario
principal de la Saca. A ultima hora de la mafiana, precedidas por una hilera de yeguerizos,
las yeguas entran en las arenosas calles del Rocio y, tras un ultimo agrupamiento, son
conducidas al trote hacia el santuario. Alli, desde una de las puertas, abierta de par en par,
mientras las yeguas pasan, un sacerdote reza una oracion y bendice a jinetes y animales.
Terminado este acto, al que asisten muchas personas, las yeguas emprenden viaje, por
alguna de las rutas tradicionales, hacia la villa de Almonte. La entrada por las calles de
Almonte es esperada por una muchedumbre que ocupa esquinas y aceras a lo largo de
todo el recorrido por el pueblo. La Feria de San Pedro esta al caer y el Chaparral, un llano
arbolado que sirve de recinto ferial, ya esta engalanado con farolillos y luces, y su
perimetro ya lo ocupan las casetas. Las yeguas, divididas en tropas de unas decenas de
cabezas, van circulando entre la gente.

La mayoria de los animales termina en unos corrales, dentro de un recinto ganadero
municipal que esta a las afueras del casco urbano, donde, al dia siguiente, tendra lugar la

tusa: el corte de las crines y las colas para evitar que, de nuevo en la Marisma, su
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abundante pelo se enrede en las alambradas o en los altos matorrales espinosos. Los
potros nuevos, tras una dura pugna por separarlos de sus madres en un corral atestado de
yeguas, seran marcados a fuego por sus propietarios. En los mismos corrales o en la
improvisada cantina, construida a semejanza de las casetas populares de la feria, tienen
lugar los tratos de compra-venta en un ambiente festivo. Desde hace algunos afios, se
vienen celebrando concursos morfolégicos para premiar la «autenticidad racial» del
ganado, en los que viejos yeguerizos y técnicos cualificados clasifican y evaluan, siguiendo
un supuesto patron morfolégico 6ptimo, a aquellas yeguas que optan a los premios. Este
empeno por recuperar las sefias del ganado marismefio autdéctono se une a una variada
gama de tacticas culturales, tanto en la Saca como en el conjunto de la cria del ganado,
cuyo sentido es el de reforzar su caracter de tradicion local, cuando su funcién econémica
es ya residual y se acentua el control de las areas de pasto por parte de las autoridades
conservacionistas. El objetivo no es otro que resistir y enfrentar este proceso de acciones
restrictivas sobre la actividad y la misma presencia de los ganaderos almontefios y de los
vecinos del pueblo en general, en las Marismas protegidas (Murphy y Gonzalez Faraco,
2002).

Los caballos se han convertido en un elemento central de la cultura de la comunidad, han
dejado de ser una actividad primordialmente econdmica (aunque quizds se deberia
empezar a ver al caballo como un atractivo turistico cuya explotacion habria que pensarse
valorar) para convertirse en un fendmeno social y cultural, recreativo, e incluso religioso,
pues en la Saca de las Yeguas se bendice a los animales a su paso por la Ermita de la

Virgen del Rocio.

Como consecuencia de estas practicas culturales, la cria de yeguas marismefas parece
haber logrado esquivar su desaparicién como actividad en el interior del Parque Nacional y
asegurar su permanencia en condiciones de regulacidén aceptables para los ganaderos. Sin
embargo ha sido inevitable que los caballos marismefios también se adaptasen a los
tiempos modernos, ha sido el precio que ha habido que pagar para mantener las
tradiciones vivas. Cada ganadero dispone de un cupo muy pequefio de caballos,
fundamentalmente yeguas que puedan pastar en los terrenos del Parque Nacional, esto
significa que hay multitud de propietarios. Cada propietario siempre ha elegido los
sementales que entendia que eran mas apropiados para sus intereses ya que nuca hubo
un plan de cubricidn conjunto. Los ganaderos tradicionales saben que no pueden introducir

razas de caballos foraneas en el Parque Nacional pues éstas no se desarrollan bien en las
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condiciones tan duras y peculiares del mismo, pero también saben que manteniendo un
porcentaje alto de sangre marismefia consiguen obtener animales mas altos y vistosos sin
renunciar al la rusticidad que asegura la supervivencia de los mismos en estado de
semilibertad en la marisma. Asi, durante los ultimos 30 afios ha habido un cruce
incontrolado de las yeguas marismefas con sementales de diferentes razas,
mayoritariamente Pura Raza Espafola. Este cruzamiento se ha enfocado principalmente al
interés de mejorar la alzada y el caracter de forma que puedan destinarse estos caballos a
la monta, sobre todo en las grandes fiestas de la zona como el Rocio donde llegan a
concentrarse varias decenas de miles de caballos. De todas formas hay que ver
positivamente estos cruces pues han permitido seguir manteniendo las actividades
ecuestres asociadas a las tradiciones y a la cultura. Quizas el antiguo caballo de las
marismas no hubiese tenido ninguna oportunidad si se hubiera mantenido tal como se
recuerda, un caballo muy rustico y sobrio acostumbrado a una vida en semilibertad que lo
hacia poco atractivo para su uso como caballo de silla. Tal es el caso del Caballo de las
Retuertas, un grupo de ejemplares de caballos procedentes de los antiguos caballos
marismefos que por encontrarse en la Reserva Biolégica de Dofana, se han mantenido
aislados de las influencias de otros caballos luchando por sobrevivir, algo que queda
garantizado ya que son titularidad del Estado a través del Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas, en concreto pertenecen a la Estacién biolégica de Dofana.

2.5 Razas equinas

RAZAS AUTOCTONAS EN PELIGRO DE EXTINCION

2.5.1 Marismefio

Recibe su nombre del area geografica donde tradicionalmente se ha localizado a esta raza,
las marismas del Parque Nacional de Donana, en el municipio de Almonte (Huelva),
perteneciente a la Comunidad Autbnoma de Andalucia. Originada a partir de los caballos
primitivos que habitaban en las marismas del rio Guadalquivir, a lo largo de su evolucién
ha sufrido cruces con otras razas, fundamentalmente del norte de Africa. Algunos autores
la mencionan como la forma ibérica de donde derivan los caballos americanos, al ser
llevada a América en los viajes de Cristébal Colén, y de donde procederia el antiguo

Caballo Andaluz. Las labores de recuperacion y caracterizacion de esta raza se iniciaron
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en el afno 2003. El Catalogo Oficial de Razas de Ganado incluye a la raza equina
Marismefa en el Grupo de Razas Autéctonas en Peligro de Extincion.

Es una raza eumétrica, de perfil subconvexo y proporciones corporales sublongilineas.
Conformacion robusta y arménica en ambos sexos. Cerca de tierra. De cabeza algo
grande, cuello corto, tronco profundo, vientre voluminoso y extremidades medianas y finas.
Caracter equilibrado, apacible, pero vivo y resuelto en el trabajo. De gran resistencia y
rusticidad. Movimientos elevados y seguros, rapido paso y facilidad para la concentracién.
La alzada a la cruz se situa en un rango medio que varia entre 140 y 148 cm. Existe una
gran variedad de capas, siendo mas frecuentes las tordas, castafias y negras.

Su distribucidon se corresponde con las marismas del Parque Nacional de Dofana en
Huelva, de la Comunidad Auténoma de Andalucia.

La organizacion social de los caballos marismefios en Dofiana sigue el esquema del
‘harén”: un semental encabeza un grupo de hembras con sus crias. Mc Cort (1984: 494-
495) cita otras dos modalidades de agrupamiento también relativamente tipicas: los grupos
con varios machos y hembras, y los grupos de machos sin hembras, que, aunque son
menos frecuentes, también se pueden ver.

El sistema de explotacion es pastoreo en libertad en las zonas de las marismas del
Guadalquivir en el Parque Nacional de Donana. Los animales se recogen en corrales una
vez al ano, durante la Saca de las yeguas, para realizar las labores de manejo basicas, lo
cual debido al caracter asilvestrado de la poblacion presenta cierta dificultad. Ese dia, que
tradicionalmente coincide con el 26 de junio, se realiza una feria que gira alrededor del
fomento del caballo marismeno.

Los caballos marismenos pastan por fincas publicas, aunque todos los animales de esta
raza, son de propiedad privada. Cada ganadero tiene unos 2 o 3 caballos, normalmente
yeguas, en propiedad por los que pagan una tasa anual que les permite tener a sus
animales alojados en las fincas del Parque. Esta particularidad ha dificultado la adopcion y
puesta en practica de estrategias de cria y seleccién de la raza hasta la creacién de la
Asociacion.

El ganado asilvestrado en Dofiana se ha considerado como intruso durante décadas por
los conservacionistas, y probablemente ha sido el motivo por el que se ha obviado su
estudio durante tanto tiempo. Este hecho no deja de ser algo contradictorio, pues la
ganaderia, y sobre todo la equina, ha sido y sigue siendo una actividad ancestral en

Dofana.
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Cabe destacar que el ganado caballar casi ni se nombra en la informacidn turistica que se
puede encontrar en los medios de comunicacion o en internet donde se promueven y se
publicitan las actividades que se realizan en el Parque.

Al caballo Marismefio no se le ha prestado mucha atencion desde un punto de vista racial
hasta hace poco tiempo por lo que ha sido sometido a cruces con distintas razas
principalmente el Pura Raza Espafiol aunque también han participado sementales de otras
tales como el Bretén, el Arabe, el Anglo-Arabe o el Pura Sangre Inglés (Fernandez
Rodriguez et al., 2010).

2.5.2 Caballo de las Retuertas

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado incluye, desde Julio del afio 2016, segun la Orden
AAA/1357/2016 de 29 de julio por la que se modifica el Anexo | del Real Decreto
2129/2008, de 26 de diciembre al Caballo de las Retuertas en el Grupo de Razas
Autéctonas en Peligro de Extincion. La Estacion Biologica de Dofana, Instituto de
Investigacion perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, gestiona
10.000 ha de terreno en el interior del Parque Nacional de Dofiana (Reservas Cientificas o
Reserva Biolégica de Dofiana). En ellas se mantiene una pequefia poblacién equina
denominada Caballo de las Retuertas. Toda la cabafa de esta raza es de propiedad
publica (en contraste con los de raza Marismena, que son de propiedad privada). Estos
animales viven completamente asilvestrados, y algunos de ellos no se capturan ni siquiera
una vez al afio; no reciben otra alimentacion que la que consiguen por si mismos en el
campo; las tropas se constituyen de una manera natural, con los machos disputandose las
hembras por medio de peleas entre ellos; los potros son amamantados por sus madres
hasta que se destetan por si mismos. Se trata de un caballo singular, propio de Dofana y
su entorno, que procede de antiguos caballos marismefios que no tenian duefo
denominados despectivamente como “retorteros” ya que se agrupaban el verano en la
base de las dunas donde manaba agua. A estas emanaciones se las denominaba
retuertas. Son caballos de pequena alzada y extremadamente resistentes a la dureza
climatica de la zona. Este caballo se ha utilizado tradicionalmente para realizar tareas
ganaderas, de transporte o para arrastrar en la marisma barcas de fondo plano atadas a su
cola, cargadas con alimentos o enseres. Las condiciones en que estos caballos debian
trabajar y vivir son de una dureza extrema, como corresponde a la marisma encharcada y
los arenales, donde la vida y los desplazamientos son verdaderamente penosos en

algunas épocas.
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La Estacion Biologica de Dofiana tiene como uno de sus objetivos conservar la variabilidad
genética del Parque Nacional y su entorno, también en animales domeésticos asilvestrados
como es el caso de este caballo. En los afios 70 se inicia un proyecto de recuperacion de
este tipo de caballo sin otra intencion de darle ningun otro uso mas que el de mantener una
Reserva Bioldgica lo mas conservada posible, razén por la que no fue sometido a las
presiones propias de la época para mejorar su aspecto. En el aio 2003 se le propuso al
Departamento de Genética de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Cordoba y al
Laboratorio de Genética Molecular del Servicio de Cria Caballar y Remonta del Ministerio
de Defensa un estudio genético de la raza. Se encontrd, en un porcentaje muy alto de los
ejemplares, una variante del gen de la Esterasa desconocida hasta ahora. Se han
realizado analisis morfoloégicos, de distancia genética y de marcadores moleculares, y se
ha comparado el Caballo de las Retuertas con otras razas espafiolas y extranjeras.

El descubrimiento de la singularidad que representa el Caballo de las Retuertas es un
acontecimiento de primera magnitud tanto para los amantes del caballo como para los
entusiastas de Dofiana. Ello supone, ademas, aumentar el ya de por si rico patrimonio

natural que posee la zona, con una nueva raza de caballo propia de su territorio.

2.5.3 Hispano-Arabe

Recibe su nombre de las dos razas que la originaron. El proceso de formacion de la raza
se desarrolla fundamentalmente en Andalucia, iniciandose en los tiempos de la invasién
musulmana de la Peninsula Ibérica. El objetivo era conseguir un animal que aunara las
caracteristicas de ambas razas. Del caballo Arabe su equilibrio, resistencia y cualidades
atléticas, y del Pura Raza Espanol su sobriedad, inteligencia y capacidad de aprendizaje;
buscando un caballo versatil, muy preparado para el trabajo, tanto con esfuerzos cortos y
precisos, como en aquellos que le exigen resistencia.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafia incluye a la raza equina Hispano-
Arabe en el Grupo de Razas Autdctonas en Peligro de Extincién.

La zona principal de asentamiento de la raza se corresponde fundamentalmente con la
Comunidad Autonoma de Andalucia; sin embargo el area de dispersion de la misma se
considera todo el territorio peninsular espafol.

Se trata de un caballo de silla, con particular predisposicion para el deporte, en especial
para carreras de campo a través y saltos, asi como para las disciplinas de doma clasica y
vaquera. Asimismo es caballo con temperamento muy adecuado para el TREC (Técnicas

de Recorrido Ecuestre de Competicidn), las marchas ecuestres y los deportes en grupo. La

22



conjuncion de dotaciones fisiologicas para la marcha de las dos razas parentales ha
proporcionado a la raza una forma intermedia de movimientos, en los que se asocian
buenas elevaciones con amplias extensiones, sin ser aquellas demasiado pronunciadas.
Resultan caballos de facil manejo y pronta compenetracion con jinetes y cuidadores. Son

capaces de superar situaciones adversas sin gran esfuerzo.

2.5.4 Mallorquina

Recibe su nombre de la Isla de Mallorca del Archipiélago Balear donde se origind. Procede
de la variante meridional de los primitivos caballos de la Peninsula Ibérica, existiendo
referencias a la raza desde antiguo. Muy asociada a labores agricolas, donde ademas
destacaba por su produccion mulatera, utilizandose, en menor medida, para el tiro de
carruajes pequenos.

Las yeguadas donde se criaban se localizaban tradicionalmente anexas a la explotacion
agricola. Con la mecanizacién del medio rural sufrid una importante regresion en su censo.
En 1985 se inici6 un proceso de localizacion de los caballos de la raza Mallorquina,
continuando con el proceso de su cria y seleccion.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espanfa incluye a la raza equina Mallorquina
en el Grupo de Razas Autéctonas en Peligro de Extincion.

Se trata de un caballo de tipo eumétrico, sublongilineo, de perfil ligeramente convexo y de
esbelta silueta.

Cabe destacar su resistencia, rusticidad, sobriedad y su gran adaptacion al medio donde
se localiza. La capa es negra, admitiéndose todas sus variantes, no asi cualquier otro
color. Se admiten las manchas blancas en la cara.

Los machos tienen una alzada a la cruz media de 161 cm. y un peso medio de 456 Kg. y
las hembras de 162 cm. y un peso medio de 467 Kag.

Es una raza local que habita en la Isla de Mallorca, de la cual procede, mayoritariamente
en las antiguas masias y de manera puntual en explotaciones agricolas. Las clasicas
yeguadas se conservan excepcionalmente.

Es una raza que por su historia presenta una gran aptitud para las labores agricolas,
produccion mulatera, silla y enganche. Cabe destacar su rusticidad, sobriedad y su
capacidad reproductiva. En la actualidad su aptitud se ha dirigido a caballo de ocio, dadas
sus caracteristicas muy aptas para la equitacién, aires pausados, ritmicos, medidos y
firmes, con tranco uniforme y pisada fuerte, ademas de su buen caracter. Esta ultima

caracteristica le concede cierta predisposicion para el enganche.
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2.5.5 Menorquina

Debe su nombre a la Isla de Menorca, perteneciente al Archipiélago Balear donde se
origino. En textos anglosajones puede aparecer con la denominacion de Minorca.

Procede de la variante meridional de los primitivos caballos de la Peninsula

Ibérica. Tradicionalmente se utilizaba como animal de carga y montura, debido a la
dificultad que presentaban los caminos locales para el transito de carruajes. La
mecanizacion del medio rural y la llegada de ejemplares de otras razas para uso deportivo
provocaron una importante regresion en su censo. Fue a partir del aino 1986 cuando se
inicia el proceso de recuperacion de su poblacion.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafia incluye a la raza equina Menorquina
en el Grupo de Razas Autdctonas en Peligro de Extincion.

Son animales centroides (subconvenxo) o rectilineos, eumétricos y mediolineos de esbelta
figura.

La capa es negra, admitiéndose todas sus variedades, siendo excluyente cualquier otra
capa. Se permiten las manchas blancas en cabeza y extremidades siempre que sean
pequenas en extension.

La alzada a la cruz media ronda los 160 cm., tanto en machos como en hembras, siendo
ligeramente superior en los primeros.

Se corresponde principalmente con la Isla de Menorca. Se localizan nucleos de cria en
algunos paises europeos como Francia, Italia, Alemania, Holanda y Dinamarca lo que
denota un cierto proceso de expansion de la raza.

El sistema de explotacion es mixto, de estabulacion y pastoreo, generalmente en
minifundios de una o dos yeguas. La estabulacién es mas o menos continua para los
machos, mientras que las hembras se localizan en cercados de piedra donde permanecen
la mayor parte del afo.

Se alimentan en pastoreo por el aprovechamiento de los recursos naturales, siendo las
hembras gestantes o lactantes suplementadas, si escasea el pasto.

Son caballos de facil y comoda montura, resistentes y muy adaptados a caminos agrestes.
Su caracter docil y las cualidades positivas de sus aires han permitido en los ultimos afos
su incorporacion en el mundo deportivo, como un animal para la Doma Clasica y
Menorquina, en la que se estan obteniendo buenos resultados.

Cabe destacar asimismo, la gran relacién que presenta esta raza con la cultura popular en

las Islas Baleares, siendo el protagonista principal de todas las fiestas populares en la Isla
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de Menorca. Este importante vinculo ha permitido el mantenimiento de esta poblacién en el

medio hasta el momento, dando una mayor importancia a los machos que a las hembras.

2.5.6 Pottoka

El Pottoka o Poney Vasco es una raza equina autoctona del Pais Vasco, cuya presencia,
se remonta a mas de 30.000 afios, como demuestran las pinturas rupestres existentes. Se
ha mantenido en su pureza hasta tiempos recientes, aunque en algunos lugares de nuestra
geografia ha sufrido un proceso de hibridacién al cruzarse con razas foraneas,
circunstancia esta que ha puesto en peligro su existencia.

La raza, conocida en el Pais Vasco desde tiempos inmemoriales, y existiendo un estandar
oficial en Iparralde desde 1970, no es reconocida, como tal, en dicha Comunidad
Autonoma hasta junio de 1995, momento en el que se publico su estandar racial.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafa incluye a la raza Pottoka en el Grupo
de Razas Autdctonas en Peligro de Extincion.

Se trata de animales de conformacion general sombria, elipométricos, de perfiles rectos a
subconcavos y mediolineos.

La alzada a la cruz media es 124 cm en ambos sexos, teniendo un peso medio los machos
que varia entre 200 y 250 Kg. y el de las hembras entre 170 y 200 Kg.

Aunque en tiempos anteriores se aceptaron varios tipos de capas, hoy en dia solamente se
admite la capa negra o castafia muy oscura.

El ambito de actuacién de esta Federacidén se circunscribe al territorio de la Comunidad
Autonoma del Pais Vasco. También existen ejemplares en Navarra y sur de Francia.

En general el sistema de explotacion es extensivo, los animales de raza Pottoka pastan en
las montafias del Pais Vasco en estado semisalvaje durante nueve meses, en los tres
meses restantes, de invierno, habita en pastizales cercanos a la explotacion o
semiestabulado.

Actualmente esta en desuso su utilizacidon como animal de carga y de traccién. Hoy en dia
la utilidad del pottoka esta orientada a la actividad de la equitacion de recreo, asi como a
las diversas disciplinas deportivas y de turismo ecuestre.

2.5.7 Asturcdn

El poni Asturcon, originario de Asturias, tiene un pasado milenario. Era criado por los
astures tanto para sus tareas agricolas y ganaderas como para la guerra. En esa faceta
fue conocido y admirado por los conquistadores romanos, los cuales, una vez se

apoderaron del territorio y sus animales, los dieron a conocer en Roma, donde fueron
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ampliamente reconocidos. Asi las primeras citas bibliograficas conservadas que hacen
referencia a ellos datan del 78 a.C. en “Retorica ad Herennium”, donde se mencionan los
pequeinos caballos de las tribus astures que era considerado un animal sagrado.

Vivié épocas de esplendor en la Edad Media con miles de cabezas distribuidas por toda la
region. Después de la Guerra Civil su numero disminuyé alarmantemente, sobre todo
debido a las politicas de reforestacion aplicadas. Quedaron varios nucleos aislados, en el
oriente situado en la sierra del Sueve y en el occidente a lo largo de los cordales mas
inaccesibles de varios ayuntamientos. Fue en 1979 cuando se constituye la Asociacion
Regional de Criadores de Ganado Caballar de Raza Asturcén, nacida para la recuperacion
de la raza, que por aquel entonces constaba de 23 ejemplares propiedad de 4 criadores.
Posteriormente se transforma en la actual Asociacion de Criadores de Poni de Raza
Asturcén, organismo encargado de la gestion del Libro Genealdgico de la raza y de su
salvaguarda y difusién. Actualmente contamos con mas de 140 asociados y un censo de
mas de 1.300 animales.

Alzada media en torno al 1,35 m., de capas negra, castafa o alazana, sin mas manchas
aceptables que una pequeia estrella frontal. Cabeza de tamafo medio, perfil frontonasal
recto o subcdncavo, orejas pequefias y ollares amplios. Cuello de longitud media, fuerte y
buena conformacion. Espalda larga, sin demasiada inclinacién. Miembros rectos y finos,
con cernejas escasas Yy pequeios espejuelos que pueden estar ausentes en miembros
posteriores. Costillares bien arqueados y grupa inclinada, nunca doble, de anchura
proporcionada.

En Asturias se diferencian dos nucleos aislados. Los del nucleo oriental son
exclusivamente de capa negra y los del occidental son de capa castafia. También se
cuenta con numerosos socios y animales a lo largo de todo el territorio nacional.

Existen dos sistemas de cria diferenciados. Los animales de prado, que se crian en
estrecho contacto con el hombre, en pastizales o prados y que seran destinados
fundamentalmente a ponis de deporte, destacando en las disciplinas de salto y enganche,
aunque se muestran como excelente montura para la practica del “horseball”.

Por otro lado, nos encontramos a los animales de sierra, que viven en puertos de montafna
de dificil acceso, en estado de semilibertad y totalmente integrados en el ecosistema.
Estos animales una vez domados se muestran especialmente habiles para el trabajo con el
ganado en el monte gracias a su gran fortaleza fisica y a su habilidad para desenvolverse

en las zonas mas agrestes. Contribuye al mantenimiento y limpieza de los montes, aunque
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gracias a su docilidad y resistencia cada vez gana mas fuerza en el aspecto deportivo, el

cual sera sin duda el futuro de la raza.

2.5.8 Losino

Recibe su nombre del area geografica de donde procede, Valle de Losa de la provincia de
Burgos. Las teorias sobre su origen pueden resumirse en dos: la monofilética, que lo
emparienta con el primitivo Przewalskii , y la polifilética (mayoritaria), segun la cual se
origina a partir de los cruces que se dieron entre los caballos celtas y las primitivas
poblaciones de caballos salvajes que habitaban la Peninsula Ibérica. Las pinturas
rupestres de Ojo Guarena en Merindad de Sotoscueva (40.000 — 9.000 a.C.) permiten
pensar en los losinos como patrén racial diferenciado desde tiempos inmemoriales. La
mecanizacion del medio rural tuvo un importante efecto negativo sobre su censo y es en el
ultimo cuarto del siglo pasado cuando se inician las labores de recuperacion de la raza.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espana incluye a la raza equina Losina en el
Grupo de Razas Autdctonas en Peligro de Extincién.

Se caracterizan por ser animales eumétricos y mediolineos. Cabeza proporcionada y de
rasgos finos, orejas pequefas y cuello robusto. Pecho amplio, lomo ancho y algo ensillado.
Extremidades finas, cernejas poco pobladas y corvejones ligeramente cerrados. Grupa
redondeada y derribada con insercion de la cola baja. Son animales de capa negra,
admitiéndose la variante morcillo, con tonalidades rojizas en verano y mas oscuras en
invierno. Crin abundante y negra. En los machos se admite estrella y en las hembras
estrella y lucero.

Las crias hasta los dos anos, que adquieren el pelo propio de la raza, presentan un pelo
grosero tipo a los asnos. En adultos la alzada minima debe ser 130 cm. en los machos y
120 cm. en las hembras. La alzada maxima en ambos sexos es de 147 cm. El peso varia
en un rango de 300 a 350 Kg en animales adultos.

Su localizacion se corresponde con el area de la cual es originaria en la provincia de
Burgos. No obstante, existen actualmente dos grandes nucleos de cria: El Valle de Losa
(en Las Merindades) y los Montes Obarenes (Pancorbo).

Sigue un régimen de explotacion extensiva en terrenos montafiosos ricos en matorral. La
suplementacion de la racién se realiza solo ante condiciones climaticas muy adversas. Se

caracteriza por un elevado coeficiente digestivo.
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La reproduccién se realiza por monta natural dirigida, manteniendo a los machos
separados de las hembras con el objetivo de programar los partos en el momento mas
adecuado. Las yeguas presentan indices de fertilidad elevados.

Destacan sus cualidades como caballo de silla, adaptado a su pequefo tamafo. Su paso
es firme, temperamento vivo y muy eficaz en terrenos accidentados, lo que le convierte en

un animal muy valido para el turismo ecuestre de montana.

RAZAS INTEGRADAS EN ESPANA
2.5.9 Pura Sangre Inglés

Durante el siglo XVIII, los ingleses cruzaron sus yeguas locales con sementales arabes con
el objetivo de obtener caballos veloces y resistentes. En concreto, los sementales eran el
berberisco Byerley y los arabes Darley y Godolphin.

Considerado como el equino mas veloz, posee un cuerpo esbelto y unas extremidades
muy finas. De ahi que también sea conocido como Pura Sangre de Carreras. Hoy en dia,
el Pura Sangre Inglés es una de las razas mas rapidas, admirables y costosas del mundo.
El Catalogo Oficial de Razas de Ganado incluye a la raza equina Pura Sangre Inglés en el
Grupo de Razas Integradas en Espana.

Esta raza agrupa animales de gran personalidad, sensibles e inteligentes. Presentan un
cuello largo y musculoso, un dorso ancho y recto, unas extremidades alargadas y fuertes y
una alzada a la cruz en torno a 1,60- 1,80 metros.

Su color de capa mas comun es el castafio, y son frecuentes las manchas blancas en su
frente, apareciendo también la capa alazana, negra y torda.

Su mejor marcha es el galope de tranco amplio y ritmo constante, con gran aptitud para las
carreras desde edad muy temprana. Es un caballo confiado y tranquilo, que guarda sus
energias para cuando se las pide el jinete. Esta raza equina se distribuye por todo el
territorio espafiol.

El Pura Sangre Ingles se caracteriza por ser animales longevos, de gran fecundidad y de
gran potencia muscular y amplitud de movimientos. Asi el principal objetivo de su crianza
radica en las carreras de velocidad, donde los expertos fijan una edad 6ptima para
competir que situa entre los tres y los seis afios aproximadamente, sin olvidar las posibles
excepciones de caballos precoces o incluso de equinos que con mas de diez afos siguen

compitiendo.
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Igualmente destaca en su participacion en otras disciplinas hipicas, como son el salto de
obstaculos, los concursos completos y la doma clasica, donde obtienen grandes
resultados.

Tanto la gestacion como el nacimiento y el destete del recién nacido son importantes. Una
vez que el potrillo ha nacido, se le cria en la yeguada. El primer afio permanece en un
prado con su madre al lado, por lo que es muy importante que el prado en el que
permanezca sea rico en minerales, puesto que la cria los necesita para alcanzar un

perfecto desarrollo.

2.5.10 Pura Raza Arabe

El caballo Arabe nace en el desierto, entre el Mar Rojo y el Golfo Pérsico y hacia el norte
alcanza hasta parte de Iran e Irak. Arquedlogos e historiadores no han podido precisar
exactamente tiempo y espacio de este nacimiento. Sin embargo, existen indicios
razonables para pensar que los caballos de tipo arabe estaban domesticados, en la citada
area geografica, 1.500 afios antes de Cristo. El caballo arabe ha estado sometido a un
sistema de seleccion contrastada por el hombre, durante 350 generaciones.

El Arabe, es el mas antiguo, y Unico pura raza que existe, siendo el origen de todas las
razas, de caballos modernos, de tipo ligero, y de sangre caliente (Pura Sangre Ingles,
Anglo-Arabe, Hispano-Arabe, Lipizano, Morgan, Trakehner, y un largo etc.).

Un hecho historico importante, en términos del caballo en general en nuestro pais, es
cuando la Reina Isabel Il ordeno importar un grupo de sementales de pura raza del
desierto, con la finalidad de “Mejorar la Cabafia Equina Espafola”. El Libro Registro
Genealdgico del caballo arabe en Espana, que data de 1847, es el mas antiguo del mundo.
Anos después, se importaron ejemplares seleccionados de Egipto, Polonia y de todo el
Oriente Medio. Estas importaciones unidas a estrictos sistemas de seleccion y cria del
caballo Arabe, dieron lugar a la “Joya Genética” que hoy disfrutamos.

Espafa aun conserva, como unico pais en el mundo, 22 lineas directas, y en expansion,
de las yeguas importadas del desierto de Najed.

La imagen general es la de un caballo armdnico, proporcionado y atractivo, que respalda el
calificativo “mas bello del mundo”, a la vez que le confiere un sello especial que los
expertos llaman “desierto”.

La alzada del caballo Arabe oscila entre 148 y 156 cm., presentan una cabeza pequefia y

céncava, tronco piramidal y corto, quijadas amplias, orejas cortas y separadas, una grupa
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amplia y redondeada con nacimiento alto de la cola, extremidades musculosas, el térax es
amplio y sus costados bien arqueados. Se distribuye por todo el territorio espafiol.

Su aptitud mas destacable es su enorme resistencia unida a su velocidad, debido a que su
seleccion fue realizada con vistas a soportar las duras condiciones del desierto. Dado que
su caracteristica mas significativa es la resistencia, el Raid es la disciplina en la que se
desenvuelve con mayor facilidad, destacando sobre la demas razas.

En muchos paises de los distintos continentes, existen también carreras de caballos
reservadas a los de pura raza Arabe.

Es una raza que por su procedencia se adapta perfectamente a cualquier zona geografica,
incluso a las de mas dureza. No debe de olvidarse que es la raza mas extendida en todo el

mundo.

2.5.11 Trotador Espafiol

La historia situa en torno a finales del siglo XIX cuando se empiezan a realizar las primeras
carreras de caballos en la modalidad de trote y con caracter oficial en Mallorca.

A principios del siglo XX comienzan a realizarse las primeras importaciones de algunos
sementales y yeguas anglo-normandas de raza trotadora. Pero en concreto, hasta los afios
20, no se inician verdaderos esfuerzos para crear los cimientos de un deporte que
comenzaba a expandirse, cuyo base se encuentra en la crianza de esta raza equina, el
Trotador Espanol.

El Trotador Espariol practicamente se cria solo en las Islas Baleares, por lo que también se
le conoce con el nombre de trotador mallorquin. Raza tipica de enganche o de arnés, que
realiza sus prestaciones al trote como exclusivos aires de marcha.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado incluye a la raza equina Trotador Espafiol en el
Grupo de Razas Integradas en Espana.

La raza equina Trotador Espafiol agrupa animales que poseen un cuerpo amplio, con un
dorso y unas espaldas robustos y un tercio posterior descendente bien musculado, con
unas extremidades largas y fuertes, con una alzada a la cruz de 1,60 a 1,70 metros. Su
capa es castafa, alazana, rodilla a veces negra y raras veces torda, apareciendo marcas
blancas en la cabeza y extremidades de forma discreta.

Su caracter es docil, obediente y colaborador, condiciones indispensables para la
prestacion enganchada.

Es notable la crianza del Trotador Espafiol en las Islas Baleares, archipiélago donde existe

gran aficién por esta raza equina.
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Estos robustos y elegantes caballos poseen una extraordinaria resistencia, su valentia y
buena disposicion los hacen ideales para las carreras de trotones tanto en enganche como

con montura.

RAZAS AUTOCTONAS DE FOMENTO

2.5.12 Pura Raza Espafiol

El caballo de Pura Raza Espafola (PRE) se conoce en multiples paises, donde se ha
adaptado, con gran facilidad, a sus sistemas de explotacion y manejo y ha intervenido en la
formacion de otras razas equinas.

Es conveniente no caer en otras denominaciones como caballos ibéricos o cartujanos, ya
que no se corresponden con ninguna raza, siendo los cartujanos una familia dentro del
PRE.

El Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafa incluye a la raza equina Pura Raza
Espafola en el Grupo de Razas Autdctonas de Fomento.

Agrupa animales de lineas suaves y redondeadas, eumeétricos, mesolineos y de perfil
subconvexo a recto. De conformacion proporcionada, notable armonia general y de gran
belleza, con apreciable dimorfismo sexual. El cuello es esbelto, con el borde superior
suavemente arqueado. Crines largas, onduladas y sedosas. Con una grupa redondeada y
fuerte y una regidon lumbar corta y ancha. El nacimiento de la cola es bajo y permanece
pegada al cuerpo. Se admiten todas las capas.

Aires brillantes, enérgicos, cadenciosos y elasticos con apreciables elevaciones y
extensiones de acusada facilidad para la reunion y los giros sobre el tercio posterior. De
paso firme, tranco ritmico, movimiento acompasado, equilibrio manifiesto y sostenido y
marcha atractiva y de trote corto, rapido, gran facilidad de desplazamiento del centro de
gravedad para cambios de marcha, paradas subitas y arranques prontos. De brioso
temperamento, docil, noble y equilibrado, con gran capacidad de aprendizaje. Obediente al
mando, con respuesta generosa a las ayudas mas elementales, de manejabilidad vy
colaboracion generosa, reconocido como caballo facil, noble, generoso, inteligente,
sacrificado y cooperador, de base atlética y buena funcionalidad.

Posee una excepcional aptitud para la doma clasica, la doma vaquera, alta escuela y los

enganches, siendo un caballo de silla extraordinario.
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El caballo PRE es la raza mas extendida en Espana, se distribuye por todas sus
Comunidades Autonomas y, asimismo, esta presente en 62 paises, tanto en la Unidn
Europea como en Paises Terceros.

Su sistema de explotacion sigue el patrén semi-extensivo, con amplios cercados que
permiten a los animales mantener su buena forma fisica debido al ejercicio diario. Sus
ejemplares estan muy bien posicionados en el mercado, por lo que su alimentacion es
cuidada al mas minimo detalle.

Cuenta con un programa de Mejora Genética mediante el cual los ejemplares se valoran
genéticamente y se seleccionan los mejores reproductores para la doma clasica, la
morfologia o su aptitud para la silla.

Los resultados deportivos de esta raza son excepcionales, destacando la Medalla de
Bronce en la WEG de Jerez de la Frontera (Cadiz) en el afio 2002 y la Medalla de Plata en

los Juegos Olimpicos de Atenas en el afio 2004.

OTRAS RAZAS

2.5.13 Berberisco

El caballo bereber o berberisco es una raza de caballo existente en Barbaria (Magreb)
desde hace siglos. Sus origenes son discutidos pero sus caracteristicas actuales se
remontan a la época de la conquista islamica. Su nombre procede de la palabra “bereber”,
que fueron los primeros habitantes del territorio marroqui. Estos utilizaban a los caballos de
esta raza para desplazarse. Como caballo de guerra ha merecido el elogio de muchos
especialistas, demostrando sus cualidades hasta la década de 1950. Esta raza fue la
favorita de los musulmanes dedicados a la conquista de Espafa y en otros lugares de
Europa. Se habla de estos caballos como una de las razas mas importantes e influyentes
en la mejora y aparicion de otras razas.

Cuando los arabes conquistaron el norte de Africala cria de caballos por parte de
los bereberes, que ya estaba plenamente desarrollada, recibid el incentivo de la bendicién
de la nueva religion. Un aspecto importante fue la llegada de caballos arabes de pura raza.

No por su influencia directa pero si por la aparicion de caballos mezclados arabes-
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bereberes. En el Magreb conviven desde entonces tres castas de caballos: los bereberes
tradicionales, los de pura raza arabe (caballo arabe) y los arabes-bereberes.

El estilo de vida tradicional de las tribus del interior permitié conservar las cualidades mas
utiles en un caballo de guerra (resistencia y rusticidad) sin perder velocidad, arranque o
agilidad. Esencialmente, los mejores caballos bereberes del siglo octavo eran muy
parecidos a los que después elogié el general Daumas y el coronel Denis Bogros. En las
obras del general Daumas (especialmente en "Les chevaux du Sahara" que incluye
aportaciones fundamentales del emir Abd el Kader sobre el tema) se explican las
costumbres y la forma de cria de los bereberes.

A partir de caballos de razas diferentes, el norte de Africa produjo el caballo bereber
"clasico", aun existente en cantidades importantes hasta 1950. Posteriormente, las cifras
de caballos bereberes puros fueron menguando hasta rozar el peligro de extincion. En
1987 se fundd en Argelia la Organisation Mondiale du Cheval Barbe (OMCB), con el
objetivo de preservar la raza.

La relacion del caballo bereber con los caballos andaluces en general, el caballo espariol
de Felipe Il, el caballo PRE ("Pura Raza Espafiola"), los caballos Napolitanos, los caballos
Lipizzanos, los Mustangs y los caballos criollos americanos y otros similares, se explica de
forma muy diferente segun los autores. Hay dos versiones opuestas.

Primeramente, unos dicen que el caballo bereber esta en el origen de muchas razas. Que
todos los caballos indicados serian, fundamentalmente, caballos bereberes o con influencia
berberisca predominante. Esta opinién dio origen al concepto del caballo Spanish Barb.

La segunda version, mucho menos extendida, considera que los caballos ibéricos de la
zona de Andalucia no tuvieron una influencia significativa del caballo bereber. Esta teoria
considera inapropiada la expresion Spanish Barb.

Probablemente la realidad se encuentra entre las dos teorias. Parece comprobado que en
épocas prehistoricas y antes de las colonias griegas y fenicias, los caballos del sur de
la peninsula ibérica y los caballos del norte de Africa estuvieran muy emparentados. Desde
entonces hasta los tiempos de la invasiéon musulmana del sur de Europa hubo un trasvase
importante  de caballos en ambos sentidos. Desde Africa hacia Andaluciay desde
Andalucia hacia Africa.

Durante la ocupacion musulmana, las aportaciones de caballos atravesando el estrecho
de Gibraltar hacia el norte y hacia el sur fueron relativamente escasas pero significativas.
Se puede afirmar que, numéricamente, los caballos andaluces y los caballos bereberes se

mantuvieron independientes, con aportaciones puntuales de cierta importancia.
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El caballo bereber actual puede tener alturas variables. Es mas alto y robusto al este que al
oeste. Las caracteristicas fisicas son las siguientes: caballo "cuadrado", tan alto como
largo, con una altura de 1,45 a 1,60m. El perimetro de la caina tiene un minimo de 18cm.
Su peso oscila entre los 400kg y los 550kg. Sus capas mas frecuentes son la negra,
castafia, alazana y gris. De cuerpo corto y fino y grupa inclinada, posee crines espesas y
pobladas. La raiz de su cola es de insercién baja. Cabeza estrecha, de perfil convexo o
ligeramente curvado. Narinas poco destacadas. Orejas estrechas y cortas, ojos
almendrados con arcos superciliares poco destacados. Su cuello es grueso y musculoso,
curvado en forma de cuello de cisne. Extremidades musculosas, delgadas pero fuertes.
UAas pequenas y muy duras.

Los caballos berberiscos generalmente solo tienen 5 vértebras lumbares, como
los caballos arabes de pura raza.

El caballo bereber es docil y rustico. Ademas, es polivalente: gran velocidad en distancias
cortas, velocidad considerable en distancias medias y gran resistencia en trayectos largos.
Buen saltador en funcion de su talla, es de caracter tranquilo, equilibrado y valiente.
Aparentemente perezoso, cuando es solicitado por su jinete demuestra una fogosidad
impetuosa. Es facil de aregar y adiestrar, y muestra una resistencia insuperable en las
condiciones mas dificiles.

En funcién de sus capacidades y prestaciones, un coste de mantenimiento minimo y su
caracter tranquilo, el caballo bereber se puede comparar favorablemente con otras razas

mas difundidas.

2.5.14 Sorraia

El Caballo Sorraia es la raza de caballos portugueses que se considera muy préxima al
caballo ibérico de la prehistoria (Andrade, 1954; Loch,1986; Cordeiro, 2002). EI nombre
Sorraia es debido a lo que Ruy de Andrade (1945) lo descubrié en el valle del rio Sorraia
que es un afluente del Tajo y proviene de la confluencia de dos rios: Sor y Raia. Las
pinturas que existen en cuevas de la Peninsula Ibérica, anteriores a la ultima glaciacion,
nos muestran un caballo muy parecido al caballo Sorraia. La poblaciéon de caballos Sorraia
es muy reducida, lo que produce niveles muy altos de consanguinidad en esta raza.

El caballo de Sorraia recuerda al caballo Tarpan que es el ancestro del caballo domestico
Indo-Europeo (Loch,1986). Ademas de eso, varias pinturas rupestres indican que justo
antes de la ultima Glaciacion existidé un caballo muy similar al caballo Sorraia en la

peninsula Ibérica. Existen actualmente un numero reducido de caballos Sorraia y yeguadas
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dedicadas a esta raza lo que originan que existan, en estos caballos, valores de
consanguinidad extremamente elevados (Oom, 1992).

La altura de estos caballos es muy similar a la de las cebras o los asnos. Sus crines y sus
colas presenten dos colores: son principalmente negras, pero presentan una franja
alargada de un color claro. Los colores de sus capas son los primitivos: bayo, gris y negro.
Igualmente son caracteristicas sus marcas de cebra en las extremidades y en la cruz.
Aunque son caballos salvajes éstos presentan un temperamento calmado y docil. Son
fuertes y resistentes debido a la vida que estan acostumbrados a llevar. Pueden
alimentarse con poco forraje, soportar temperaturas extremas, y aun asi presentan una
longevidad destacable.

Son caballos de caracter independiente debido a su historia claramente salvaje.

2.6 Microsatélites

Los microsatélites son marcadores moleculares conocidos como SSRs (Simple Sequence
Repeats), STRs (Short Tandem Repeats), SSLPs (Simple Sequence Length
Polymorphisms), SSMs (Simple Sequence Motifs), STMs (Sequence Target
Microsatellites). Son regiones no codificantes de ADN compuestas por moléculas de 1 a 6
nucleotidos repetidas en tandem (Fries et al.,, 1990; Goldstein and Pollock, 1997;
Mommens et al., 1999). Se encuentran distribuidos al azar por todo el genoma, son muy
abundantes, exhiben gran polimorfismo y son faciles de identificar; estas circunstancias
hacen que se utilicen como marcadores genéticos. Los microsatélites han sido
ampliamente utilizados como marcadores moleculares y tienen el particular atributo de
sufrir tasas de mutaciones mas altas que en el resto del genoma (Jarne, 1996). Se han
planteado muchas hipodtesis sobre la funcion de los microsatélites, una de ellas es que
pueden tener una funcidén sobre la estructura de los cromosomas (Nordheim and Rich,
1983) y, aunque la funcién de este DNA no se ha determinado completamente, se cree que
podria actuar como punto focal para la recombinacién genética durante la meiosis (Gross
and Garrad, 1986).

La ventaja de los microsatélites son su estabilidad y la posibilidad de realizar reacciones

denominadas multiplex, amplificando varios loci al mismo tiempo (Kimpton et al, 1993). Por
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otra parte su analisis se ha facilitado con el uso de fluorocromos y secuenciadores

automaticos de ADN.

2.6.1 Clasificacion y origen

Los microsatélites se clasifican segun el tipo de repeticiéon en las secuencias, como
perfectos, imperfectos, interrumpidos o compuestos.

En los microsatélites denominados perfectos las secuencias repetidas no son
interrumpidas por ninguna base que no pertenezcan a las mismas, como por ejemplo:
GAGAGAGAGAGA. Los microsatélites imperfectos son reconocidos porque existe un par
de bases entre las secuencias repetidas que no coincide con la misma, como el caso de la
siguiente secuencia, TATATATGTTATATATA. En el caso de los microsatélites
interrumpidos, se observa una una pequefa secuencia que no corresponde a las
repeticiones, CGCGCGCGTAGCCG. Finalmente, un microsatélite compuesto contiene dos
secuencias distintivas adyacentes, CGCGCGCGTATATATATATA. (Oliveira et al., 2006). El
origen de los microsatélites aun no esta claro; es posible que se deba a la ocurrencia inicial
de una secuencia corta al azar u originada por mutaciones en la secuencia poli dA en el
extremo 3’ de una secuencia Alu adyacente. En este proceso se observa una prevalencia
selectiva de (dC-dA), explicadas por la metilacién de residuos dC en la secuencia 5'dGdC3’
que se encuentra normalmente en el genoma. Los residuos dC metilados pueden ser
deaminados produciendo una transicion de dC a dT. Este proceso puede llevar hacia un
incremento de la secuencia 5dG-dT3’ y su complementario 5°dC-dA3’ y la subsecuente
expansion de estas secuencias puede ser debida a un proceso en el ADN denominado
“strand lippage” o deslizamiento de la hebra, creando polimorfismos en la longitud,

separados por algunas repeticiones en el tiempo (Koreth et al., 1996).

2.6.2 Aplicacion de los microsatélites en genética animal

Los marcadores microsatélites han sido utilizados ampliamente para estudios de
caracterizacion y diversidad genética, relaciones genéticas entre poblaciones, influencia de
una o varias razas sobre otra (admixture), pruebas de paternidad, consanguinidad, cuellos
de botella genéticos entre otros y son una herramienta poderosa para determinar la
diferenciacion genética entre especies domésticas como los equinos, bovinos, caprino,

ovino y cerdos (Buchanan et al., 1994; Zamorano et al., 1998; Diez-Tascon et al., 2000;
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Gutiérrez Espeleta et al., 2000; Martinez et al., 2000; Arranz et al., 2001; Casellas et al.,
2004; Ceccobelli et al., 2015; Cortés et al., 2016; Villalobos-Cortés et al., 2015)

2.6.2.1 Caracterizacion genética

En el caso de los estudios de caracterizacion y diversidad genética, los indices que se han
utilizado con mayor frecuencia son: Heterocigosidad observada y esperada, frecuencias
alélicas, contenido de informacién polimérfica, numero medio de alelos y numero efectivo

de alelos.

2.6.2.1.1 Heterocigosidad: el concepto de Heterocigosidad se puede resumir como la
proporcion o frecuencia promedio de individuos de una poblaciéon que ostentan dos alelos
diferentes en un locus concreto. Del concepto de Heterocigosidad se originan la
Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).

La Ho se obtiene dividiendo el numero de individuos heterocigotos para cada locus por el
total de individuos analizados. La Ho media para varios loci es una buena medida del
grado de variacion genética (Sosa, 1991; Aranguren, 2002).

La He es la probabilidad que dos alelos seleccionados aleatoriamente sean diferentes en
una poblacién en equilibrio. Es calificada como una medida mas apropiada de la variaciéon
genética y conocida como indice de diversidad genética de Nei (Nei, 1977; Nei, 1987).

El calculo de la He, puede realizar mediante la ecuacion:

He = 1-X'p?

Donde p? es la homocigosidad.

2.6.2.1.2 Numero medio de alelos por locus (Na): es el promedio de alelos por locus

presente en una poblacion:

n=(1/K) = n;

Siendo K el numero de loci, y ni el nidmero de alelos en cada locus.

Gracias a esta medida obtenemos informacién complementaria a la que tenemos con el
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polimorfismo. Su calculo sélo requiere contabilizar los alelos por locus, y hacer el

promedio.

2.6.2.1.3 Numero efectivo de alelos (Ne): Esta medida indica el numero de alelos
esperados en cada locus de una determinada poblacién y esta afectada por la proporcion
de loci polimorficos, el numero de alelos por locus polimérfico, y las frecuencias alélicas. El

calculo de este indice se realiza mediante la ecuacion de Kimura y Crow (1964)

n
Ne:]./ P p2i

i=1

Donde pi es la frecuencia relativa del alelo i y n es el numero total de alelos.

2.6.2.1.4 Frecuencias Alélicas: es el cociente que se obtiene del numero de alelos
iguales en una poblacién dividido por el numero total de alelos. El calculo de las
frecuencias se hace por recuento alelos presentes, asumiendo que la observacion de un
solo alelo se corresponde la condicidon de homocigosis y por lo tanto que no hay alelos

nulos.

2.6.2.1.5 Contenido de Informacion Polimérfica (PIC): desde el punto de vista
cualitativo, un marcador es denominado polimaérfico si contiene por lo menos dos alelos y
generalmente el criterio mas utilizado es que un locus sera polimérfico si el alelo mas
comun presenta una frecuencia menor al 99% en la poblacion que se encuentra bajo
estudio (Shete et al.,, 2000). Es un parametro frecuentemente utilizado para medir la
capacidad discriminatoria de los loci. Existen varias ecuaciones matematicas que lo
definen y en todas ellas sus valores varian siempre entre 0 y 1. Para realizar el calculo del
Contenido de Informacion Polimérfica (PIC) de cada microsatélite se aplica una férmula
propuesta por (Botstein et al.,, 1980). Con dicho indice es posible determinar si un
marcador es o no informativo, los valores de PIC superiores a 0,5 son altamente
informativos, valores entre 0,25 y 0,5 son medianamente informativos y los valores
inferiores a 0,25 son poco informativos.

El modelo que se utiliza para el calculo del PIC es el siguiente:



PIC= 1-XYp? -2 2Xpp?

i=1 i=1  j=i+1

Donde pi es la frecuencia alélica del i-ésimo alelo y n el numero de alelos observados
2.6.2.1.6 Equilibrio Hardy-Weinberg: El 10 de julio de 1908, Godfrey Harold Hardy en
Inglaterra y Wilhelm Weinberg en Alemania demostraron que las frecuencias génicas de
una poblacién, bajo ciertas condiciones, permanecian esencialmente constantes de una
generacion a otra, constituyendo la denominada Ley de Hardy-Weinberg. La ley se cumple
fundamentandose en las siguientes suposiciones:
1) Hay apareamientos aleatorios en la poblacion.
2) No actuan fuerzas de seleccion.
3) No existe migracion.
4) No hay mutacion.
Consideradas en conjunto, estas condiciones son suficientes para que la poblacién esté en
equilibrio, sin embargo se debe tener en cuenta que no implica que se cumplan todas las
condiciones enumeradas anteriormente.
Las desviaciones del HWE pueden producirse debido a varios factores como por ejemplo:

e Los apareamientos no se producen al azar

¢ Existen subdivisiones dentro de la poblacion (Principio de Wahlund)

e Coancestros, antepasados comunes

e Seleccién natural (ventaja de los heterocigotos)

¢ Migracion o flujo de genes desde una poblacién externa

¢ Diferencias sexo-especificas en las frecuencias alélicas

e Técnica de muestreo incorrecta

e Presencia de alelos nulos no detectables experimentalmente
De hecho, alguna o varias de estas condiciones pueden ser violadas y las frecuencias
genotipicas seguir presentando las proporciones predichas por la ley. Por otro lado, existen
ciertas condiciones que por si mismas son capaces de variar las frecuencias esperadas en
el equilibrio de Hardy-Weinberg. Una de las condiciones que mas afecta a las proporciones
esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg es el cruzamiento dirigido en una poblacién,
como el caso de la de la seleccion artificial por parte de la accion humana.
El equilibrio Hardy-Weinberg es una condiciéon previa en el estudio de la estructura

genética de poblaciones, como el caso de los métodos basados en modelos Bayesianos
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en los que se requiere que la poblacion esté en equilibrio. Bajo esta suposicion, cada alelo
de cada locus en cada genotipo, es una muestra independiente (Pritchard et al., 2000).

El procedimiento comun de calcular si existen desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg
es el de comparar los genotipos observados con los esperados dentro de una muestra. Se
usa la prueba de x? para detectar la discordancia de las frecuencias genotipicas para cada
combinacion locus/poblacion. Se construye una tabla de contingencia de genotipos y se
hace un calculo de x? con los datos de los genotipos observados frente a los esperados.
Con este procedimiento se obtienen resultados aceptables cuando el tamafio de la muestra
es grande y el numero de alelos de cada locus es pequefio.

Sin embargo, cuando la muestra es pequefa y la cantidad de alelos es grande los valores
de x? no son fiables. Estos inconvenientes se evitan utilizando programas informaticos que
generan una distribucion sintética de la poblacién a partir de los genotipos observados. Se
usan métodos como el de Monte Carlo que unen alelos aleatoriamente en genotipos,
repitiendo esta operacion por ejemplo 1000 veces, con lo que se produce una serie de
nuevas poblaciones que son evaluadas para el HWE haciendo una prueba de x2. Por
ejemplo con el programa informatico Genepop (Raymond and Rousset, 1995) si hay mas

de cuatro alelos se utiliza la estimacion no sesgada (Guo and Thompson, 1992).

2.6.2.1.7 Probabilidad de Fisher: Consiste en observar todos los posibles lotes de
frecuencias genotipicas para un determinado lote de frecuencias alélicas y rechazar la
hipétesis de HWE si las frecuencias genotipicas resultan ser inusuales. Si hay mas de
cuatro alelos para un locus, se realiza un calculo no sesgado de la probabilidad de HWE
usando el método de Monte Carlo basado en cadenas de Markov, con miles de iteraciones
(Guo y Thompson 1992).

2.6.2.1.8 Probabilidad de verosimilitud: Se basa en el uso de un test de proporcién de
verosimilitud que detecta la discordancia de cada frecuencia genotipica con el valor
esperado y el significado empirico de cada test, L, se calcula con el mismo método de

permutacion de flujo de alelos descrito en el apartado anterior (Weir, 1990).

2.6.2.2 Estructura y distancias entre poblaciones
Existe una serie de calculos que son de mucha utilidad para determinar, tanto la estructura
de las poblaciones que se estan estudiando, como para establecer si existe alguna relacion

entre las mismas. A continuacidon se citan una serie de metodologias que son de utilidad
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para este calculo: Estadisticos F de Wright (1965) o Weir y Cockerham (1984), matrices de
distancia, arboles de distancias genéticas, analisis multivariado como el factorial de
correspondencia (Belkhir et al.,, 2003) y modelos basados en técnicas bayesianas
(Pritchard et al, 2000).

2.6.2.2.1 Estadisticos F: La estructura de las poblaciones consiste en dos partes distintas
pero relacionadas: la estructura poblacional y la genética. La estructura de poblaciones las
determinan los procesos asociados al nacimiento, muerte y dispersion, incluyendo el
sistema de apareamiento y la historia de vida. La estructura genética esta determinada por
la estructura de la poblacion, los procesos genéticos como la seleccion, la recombinacién y
la mutacion.

De los tres pioneros de la teoria de la genética de poblaciones (Fisher, Haldane y Wright),
este ultimo se intereso en la estructura de las poblaciones y su papel en la evolucion. Gran
parte del trabajo tedrico de Wright puede ser considerado como una demostracion de cémo
la estructura poblacional determina la estructura genética. Wright propone tres parametros:
Fis, Fir y Fst para medir las desviaciones de frecuencias genotipicas en poblaciones
subdivididas.

El estadistico Fir es la correlacion relativa a la poblacion total o indice de fijacion de los
individuos respecto al total de la poblacién, o desviacién de las frecuencias genotipicas
observadas en la poblacion total respecto a las esperadas considerando que existe
equilibrio Hardy-Weinberg. Si la poblaciéon total se encuentra en panmixia (individuos con
igual probabilidad de cruzarse) el valor seria 0.

El estadistico Fis es la correlacion entre dos alelos, relativa a la subpoblacién o el exceso o
déficit de heterocigotos que podria haber entre individuos de la misma subpoblacién. Este
parametro puede variar entre -1 y 1. Valores negativos de Fis indican exceso de
heterocigotos en la poblacion respecto a las proporciones esperadas de equilibrio de Hardy
Weinberg y valores positivos indican el efecto contrario.

El estadistico Fst es la correlacion entre dos alelos tomando al azar uno de cada
subpoblaciéon. Ha sido interpretado como el grado de diferenciacién genética o flujo
genético entre las poblaciones, denominandose indice de diferenciacion genética. Su valor
varia de 0 a 1 y a diferencia del Fis y el Fi, no puede ser un valor negativo (Nei, 1973). Un
valor de cero indica que las frecuencias alélicas son iguales en las poblaciones analizadas

y por el contrario, un valor de 1 demuestra que las frecuencias alélicas estan fijadas y son

41



diferentes en las poblaciones. Valores de 0,00 y 0,05 se consideran bajos, 0,05 y 0,15
indican diferenciacion genética moderada y un rango de 0,15 y 0,25 sefalan que la
diferenciacion es alta. Valores superiores a 0,25 indican que la diferenciacién es muy alta
(Wright, 1943; Wright, 1978; Montoya et al., 2005).

Los tres parametros estan relacionados mediante la siguiente ecuacion:

1-Fr=@Q-Fis) (1-FsT)

Cabe destacar que la idea inicial de Wright se aplicaba al analisis de un solo locus y un
par de alelos neutrales y numero infinito de subpoblaciones aunque existe controversia en
la forma de calcularlos, de ahi que Weir y Cockerham (1984) incluyeran los parametros F,

tetha (6) y f que corresponden con los estadisticos F de Wright: F= Fir, = Fsty f=Fis.

De la misma forma que los estadisticos de Wright se pueden relacionar, los estadisticos

propuestos por Weir y Cockerham se relacionan mediante la siguiente ecuacion.

f= (F-6)/ (1-0)

Por otro lado, la diferenciacién genética se ve condicionada por la tasa de migracion (Nm)
de manera que cuando hay un mayor flujo genético entre dos poblaciones, menor sera la
diferenciacion entre ellas. Existe una relacion entre la Fst y el Nm expresada mediante la

siguiente ecuacion descrita por Wright (1969):

Nm = 1- Fst/ 4Fst

De esta manera un flujo que supera el valor de 1 seria suficiente para que no se considere
como poblaciones diferentes, segun Wright (1931) y valores por encima de 2 serian
suficientes para contrarrestar los efectos de la deriva. Si el valor de Nm es muy bajo,
predomina el efecto de la deriva y la mayoria de las poblaciones estaran fijadas. Si Nm es
grande, la deriva genética sera poco importante y contrarrestada por la migracién; por

tanto, las subpoblaciones tenderan a mantener las mismas frecuencias génicas.

2.6.2.2.2 Distancias Genéticas: |la distancia genética entre pares de poblaciones muestra

un valor estimado del tiempo que ha pasado desde el momento que se inicid la
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diferenciacion entre las mismas. Distancias pequehas pueden indicar que existe flujo
genético entre las poblaciones o también un completo aislamiento de las mismas pero que
la separacion haya sido reciente. Cuando estan aisladas genéticamente, los procesos de
mutacion, seleccidn y deriva llevan a la diferenciacion en las frecuencias alélicas; conforme
se incrementa el tiempo de separacion, las frecuencias alélicas también se diferencian.
Algunas distancias se basan en el modelo de deriva exclusivamente y otras incluyen en los
algoritmos de calculo los procesos de mutacidén. A su vez pueden presuponer que
cualquier alelo tiene la misma oportunidad de surgir como las distancias de Nei (1972), Nei
(1973) y Nei (1977), Reynolds (1983) y Cavalli-Sforza y Edwards (1967), o bien que éstos
sigan un orden en su aparicion como los algoritmos propuestos por Slatkin (1995) y
Goldstein (1995).

En estudios de distancia genética, la distancia estandar o Ds de Nei (Nei 1972) era la
medida mas utilizada. También la medida de Cavalli-Sforza original, Dc (Cavalli Sforza
1969), que esta influenciada por la existencia de alelos raros y disminuye a medida que
aumenta el tamafo de la muestra. La distancia de Cavalli-Sforza modificada (Nei et al.,
1983) es aplicada para poblaciones relacionadas donde la deriva genética es la principal
determinante de la diferenciacion evolutiva. Nei y col. (1983), modificaron esta medida
para corregir esta deficiencia e introdujeron la distancia Da. Desde el punto de vista de la
evolucion, en periodos de tiempo cortos la Da es lineal con el tiempo astrondmico, pero
esta relacion se rompe a medida que aumenta la distancia genética por encima de un
determinado nivel. Este problema es particularmente agudo con datos de microsatélites de
poblaciones divergentes debido a una alta tasa de mutacion y un elevado numero de
alelos. Por otro lado, el estadistico de Fst de Wright (1969) o indice de fijacion, puede ser
utilizado como medida de distancias genéticas ya que considera, a diferencia de las
distancias convencionales, la tasa de migracion entre poblaciones (Slatkin and Voelm,
1991). Otros modelos de distancias comunmente utilizados son los que se muestran a
continuaciéon tomados de (Takezaki and Nei, 2008):

Distancia Da de Nei (Nei et al., 1983): Mediante el proceso de mutacion de alelos infinitos
(IAM), Nei simul6 esta distancia y llegd a la conclusidon que era mas eficiente que la
distancia estandar (Ds), distancia media (Dw), distancia de Reynolds (Dr) y la de Cavalli-
Sforza (Dc):

rmj
Da=1—(1/r) 2 2 (X;Yi)¥2,
ji
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Doénde: Xijy Yi son las frecuencias de los i-ésimos alelos en el j-ésimo locus en la

poblacién X e Y y mj es numero de alelos del j-ésimo locus.
Distancia minima Dm de Nei (Nei, 1973)
Dm = (IX + Jy) /2-Ixy

Dénde: Jx y Jy son la homocigosis promedio sobre loci en la poblacidn x e y

respectivamente

Distancia estandar Ds, de Nei (Nei, 1972)
Ds = -In [Ixy / (IxJIx)¥2]

Donde: Jx y Jy son la homocigosis promedio sobre loci en la poblacion x e vy

respectivamente

Cavalli-Sforza y Edwards en el afio 1967, proponen la distancia de cuerda o Dc definida

por:

Dc =2/z 2 [2(1- X (X;Yi)Y3,
j [

Dénde: X y Yi son las frecuencias de los i-ésimos alelos en el j-ésimo locus en la

poblacién X e Y y mj es numero de alelos del j-ésimo locus.

De los métodos de distancias mostrados, los que mayor probabilidad de obtener el arbol
correcto fueron Da y Dc, y entre ambos, el Da obtuvo resultados ligeramente mejores que

Dc en poblaciones con historia conocida (Takezaki and Nei, 1996).

2.6.2.2.3 Arboles Filogenéticos: para construir arboles filogenéticos, hay una diversidad
de métodos de los cuales destacan dos, que son: el Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages (UPGMA) y Neighbor-Joining (NJ).

El UPGMA es el método mas simple de construccion de arboles, y fue originalmente
desarrollado en la construccién de fenogramas (representacion grafica de una semimatriz

de indices de distancia en los procedimientos feneticistas). En el fenograma, los taxones
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se agrupan en funcién de su similitud global, por ejemplo arboles que reflejan las
similaridades fenotipicas entre Unidades Operacionales Taxonomicas (OTU’s), pero son
utiles para construir arboles filogenéticos si la tasa de evolucion se mantiene constante
entre las diferentes lineas estudiadas. EIl UPGMA utiliza sucesivos agrupamientos con el
criterio de distancias promedios, asumiendo una tasa de evolucion constante. En un inicio
se utilizé para representar el grado de similitud fenotipica en un grupo de especies. Sin
embargo puede utilizarse para reconstruir filogenias a partir de datos moleculares,
particularmente de frecuencias génicas. Este modelo produce arboles relativamente
buenos pero produce mayores errores cuando la cantidad de alelos es pequefna (Takezaki
y Nei, 1996).

El método de Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987), es un método que identifica los
pares mas proximos de OTU'’s, de forma que se minimice la longitud total de un arbol. Es
importante definir el concepto de “vecino” como dos poblaciones que estan conectadas por
un nodo en un arbol sin raiz con dos ramas que se unen en un nodo interior. Al principio se
obtiene una figura como una estrella en la que todas las ramas parten del mismo punto. Se
consideran vecinos el par de grupos que, cuando se juntan, producen el arbol cuya
longitud total es la mas corta, y éstos se unen para formar una unidad combinada. El
procedimiento para identificar los vecinos entre un numero reducido de unidades se repite
hasta que so6lo quedan tres unidades. Asi se obtiene un arbol sin raiz. Saitou et al (1987)
establecen que con este método se consigue el arbol correcto para datos puramente
aditivos, en donde la distancia entre cada par de unidades (OTU’S) es la suma de las
longitudes de las ramas que las unen en el arbol. Este método es el mas eficiente en la
medida que todos los supuestos se cumplen (Tateno et al., 1994).

Para poder tener valores fiables se utilizan las técnicas de remuestreo. El mas utilizado es
el “bootstrap”, que permite la evaluacidn de la topologia mediante la técnica de Monte
Carlo. Dado que los datos consisten en n observaciones, un “bootstrap” genera una
muestra de n dibujos al azar, realizado por medio del reemplazamiento de los valores
iniciales. De esta manera, todas las observaciones originales tienen la misma probabilidad
de ser reemplazadas, y al final el valor de los nuevos datos sera el promedio para el
parametro muestreado (Tivang et al., 1994). El proceso se realiza repetidamente, en
cientos hasta miles de veces, creando una gran cantidad de datos, pudiendo calcular

promedios y desviaciones estandares (Felsenstein, 1988).
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2.6.2.2.4 Analisis Factorial de Correspondencias (AFC): El analisis multivariante es un
conjunto de métodos estadisticos cuya finalidad es analizar simultaneamente grupos de
datos en el sentido de que hay variables medidas para cada individuo u objeto estudiado.
Debido a que las variables se consideran simultaneamente, éstas permiten realizar
interpretaciones mas complejas que en los métodos univariados. El analisis multivariado
utiliza las relaciones entre las variables o entre los objetos que el método univariado no
considera directamente.

El AFC es una técnica multivariante que analiza las relaciones de interdependencia entre
variables. EI AFC permite descubrir similitudes entre conjuntos de variables, presentando
matrices o tablas de contingencia de frecuencias y valores promedios. Es el equivalente
del procedimiento de Componentes Principales para variables cualitativas e intenta explicar
una variable hipotética denominada factor, mediante un modelo lineal en el que uno o
varios factores son la funcion de un grupo de variables perceptibles. La técnica es
descriptiva para representar tablas en donde se recoge la frecuencia de ocurrencia de dos
0 mas variables cualitativas en un conjunto de elementos. El Analisis de Componentes
Principales y el Analisis Factorial de Correspondencia tienen como objetivo encontrar la
estructura mas sencilla reduciendo la dimensionalidad de las variables sin perder
informacion importante. Para realizar esta reduccién se simplifica el numero de variables a
un pequeno numero de indices. Cuando trabajamos con microsatélites se cuenta con el
programa Genetix v.4.05 (Belkhir et al., 2003), donde se elabora un cuadro que
corresponde a una codificacion mas conveniente para los datos de la genética de los
organismos diploides tal como fue propuesto por (She et al., 1987). Los objetos analizados
se ven como una nube de puntos en un hiperespacio que tiene tantas dimensiones como
alelos. El algoritmo busca las direcciones independientes en este hiperespacio y la longitud
de las cuales es la inercia. Estas direcciones, que son definidas por los vectores propios de
la matriz, determinan una serie de ejes factoriales. Por convenio, el primer eje es el que
tiene la contribucién mayor a la inercia total. Para utilizar los datos genotipicos individuales,
cada individuo esta representado por su resultado para cada modalidad de cada variable
categorica, asignando O para la ausencia, 1 para la presencia del alelo en el estado
heterocigoto y 2 para el estado homocigoto. ElI Analisis de Correspondencia puede
condensar la informacién de un gran numero de alelos y loci en pocas variables sintéticas.
Con este método las frecuencias alélicas de las poblaciones en todos los loci, se usan
como variables y el agrupamiento de cada poblacién se representa graficamente (Li et al.,
2005).
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2.6.2.2.5 Asignacion de Individuos a una Poblacién: Se ha descrito una variedad de
procedimientos para obtener la correcta asignacion de individuos a una poblacion a la que
podria pertenecer. Originalmente se utilizaban metodologias descritas por (Paetkau et al.,
1995; Rannala and Mountain, 1997; Cornuet et al., 1999). Posteriormente se han utilizado
otras metodologias basadas en modelos Bayesianos (Pritchard, et al., 2000; Corander et
al., 2008) donde se considera el area geografica, que han resultado mas precisos. Otros
trabajos exploran la utilizacion de coordenadas geograficas basadas en mosaicos de
Voronoi (Durand et al., 2005; Guillot, 2008; Gillot et al., 2009).

Los dos métodos mas utilizados para asignar individuos a poblaciones son: basados en

distancias genéticas y modelos probabilisticos.

2.6.2.2.5.1 Modelos Basados en Distancias: Se han descrito anteriormente y consisten
en establecer una distancia entre el individuo y la poblacion. Se han definido numerosos
meétodos de distancias genéticas: las distancias entre poblaciones (Cavalli-Sforza and
Edwards, 1967; Nei, 1972) vy las distancias entre individuos (Bowcock et al., 1994). Se
construye un matriz entre pares de individuos, se crea una representacion grafica con
apariencia de un arbol y los grupos son identificados visualmente. La presencia de alelos
nulos, patrén de mutacion, y la homoplasia (similitud no debida a parentesco), pueden ser

factores de error que afectan la utilidad de estas herramientas.

2.6.2.2.5.2 Métodos Probabilisticos: Funcionan con dos supuestos que deben cumplirse:
que no haya desequilibrio de ligamiento y que las frecuencias alélicas se encuentren en
equilibrio Hardy-Weinberg.

Método de frecuencias: Descrito originalmente por Paetkau et al. (1995), consiste en
asignar un individuo a una poblacion basandose en el valor de probabilidad de su genotipo
individual de pertenecer a ella. La asignacién por este método se realiza en tres etapas:
Las frecuencias alélicas de todas las poblaciones potenciales se calculan luego, la
probabilidad de ocurrencia de cada genotipo y finalmente asigna el individuo a la poblacion
en la cual el genotipo obtuvo la mayor probabilidad.

Métodos Bayesianos: (Pritchard et al.,, 2000) introdujeron un método para identificar
poblaciones diferentes considerando dos modelos: el primero es un “no admixture model” o
modelo de individuos no mezclados, en el que se asume que los individuos son puros

provenientes de alguna de las k poblaciones y el “admixture model” o modelo mezclado,
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en el que se supone que han existido cruzamientos de los ancestros; es decir, una fraccion
gk del genoma de un individuo viene de la subpoblaciéon K (2k gk =1) en el que se asume
que no hay ligamiento dando informacion propia de los ancestros. Posteriormente se
incluyé en el modelo la existencia de ligamiento entre marcadores, en el modelo
combinado, que contabiliza la correlacion entre los marcadores ligados que surgen del
resultado de esa mezcla. Este modelo permite la estimacion del origen de la region del
cromosoma dentro del individuo y proporciona una mejor resolucién en el estudio del
proceso historico de la muestra (Falush et al., 2003). Los principales supuestos para estos
modelos son que las frecuencias alélicas estan en equilibrio de ligamiento y que existe
equilibrio Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones, por tanto, la similitud del genotipo del
individuo esta condicionada por las frecuencias alélicas en su poblacién de origen
(Pritchard et al., 2000).

2.6.2.3 Contribucion a la diversidad.
- Método de Weitzman (1992):

Como se ha descrito en la seccion correspondiente, la medida de la diversidad genética
dentro de razas (intra-racial) utilizando marcadores moleculares se realiza mediante el
calculo de una serie de parametros como la heterocigosidad, la riqueza alélica o el
estadistico Fis entre otros, mientras que para medir las diferencias genéticas entre razas
(diversidad genética inter-racial) se suelen calcular distancias genéticas entre ellas. La
medida de la diversidad genética entre razas mediante el calculo de distancias genéticas
ha sido criticada por varios autores (Caballero and Toro, 2002; Garcia and Cafion, 2007) y
como consecuencia en los ultimos afos se han desarrollado nuevas medidas de la
diversidad genética mas complejas con el objeto de priorizar razas para la conservacion de
una forma objetiva segun la contribucion de cada una de ellas a la diversidad genética
global. Weitzman propone un meétodo que utiliza distancias genéticas entre pares de
poblaciones para obtener una unica medida que tiene la propiedad de que si se afiade una
poblacién, la diversidad total es al menos la misma que habia antes y si las distancias
genéticas entre las poblaciones aumentan también lo hace la diversidad. La contribucion
de una raza a la diversidad total puede conocerse calculando la diversidad total incluyendo
y excluyendo esta raza y comparando los valores de diversidad obtenidos (Weitzman,
1992, 1993). Este método tiene el inconveniente de que no tiene en cuenta la diversidad

genética dentro de razas, los calculos son mas complejos de realizar, asume distancias
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ultramétricas (Goyache et al., 2006; Thaon D’Arnoldi et al., 1998) y por ello se han ido
incorporando otros métodos. Se han desarrollado otras metodologias para priorizar razas
para la conservacion en los que se tiene en cuenta la diversidad genética entre y dentro de
razas (Boettcher et al.,, 2010), aunque no existe un consenso en cuanto al peso relativo
que cada una de ellas debe tener a la hora de plantear un programa de conservacion y

muchas veces los resultados obtenidos difieren en funcion de la metodologia utilizada.

—->Método de Caballero y Toro (2002):
El método de Caballero y Toro (2002) utiliza como herramienta la Diversidad Genética de
Nei (1987): GD=1-f, donde f es la coancestria molecular total, equivalente al coeficiente de
parentesco.
La contribucion a la diversidad segun este método tiene 2 componentes: la diversidad
intrapoblacional, y la distancia genética entre razas, por lo que:

GD71=GDw+GDsg
En este caso, la Diversidad Genética, tiene que mantenerse maxima en el grupo de razas
a preservar. Esto equivale a minimizar la coancestria molecular total (f). Una contribucion
positiva a la diversidad, equivale, con este método, a que el grupo que queda aumenta la
diversidad total, como consecuencia, la poblacién a estudiar no seria escogida para su
conservacion por su aportacion. Con este método se valora la diversidad genética; cuanto
mas diversa sea una poblacion, mejor, por lo que si la poblacion en estudio es poco
diversa, no resultara elegida para su conservacion, pues no afnade valor al pool genético, el
conjunto de poblaciones que nos quedaria es mas diverso que el que pretendemos

conservar.

—->Método de Pétit et al. (1998):

El método de Petit et al. (1998) tiene un enfoque distinto. Usa un estimador de la riqueza

alélica en toda la poblacion: k7 y k;‘f/i es el estimador de la riqueza alélica total cuando se

excluye la poblacién en estudio (i).
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La contribucion a la diversidad segun este método tiene 2 componentes: la contribucion
debida a la riqueza alélica de la poblacion en estudio, y la contribucion debida a su

divergencia (a lo distinta que es del resto de poblaciones), por lo que:

k& —k& .
g ,: — T T/i
Cr () K&-1

Donde k? es la riqgueza alélica de toda la poblacién (metapoblacion) y kﬁ/i es la riqueza

alélica de la poblacion restante, excluyendo la poblacion en estudio.

C,‘% (i) tiene 2 componentes: Cg (i) que es la contribucion a la riqueza alélica total debido a

la riqueza propia de la poblacion (i) estudiada; y C% (i)que es la contribucion debida a su

divergencia.

Se obtienen asi:
g_1.8
Cg (1)= 1 ki ki
S n kfl’:—l
Donde k?_i es la riqueza alélica (en numero de alelos) de la poblacion restante, tras quitar

la poblacion que interesa.

La contribucién debida a la divergencia es la resta de los dos calculos anteriores:

Cp ()=CZ (i)- CE (i)

Una contribucion positiva a la diversidad de una poblacién dada utilizando este método,
significa que el grupo de poblaciones que queda tiene menor numero de alelos que el
original (que incluia la poblacién de estudio), como consecuencia, la poblacién estudiada

seria elegida para su conservacion.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Poblaciones en estudio

Para la realizacion de los analisis presentados en este estudio se ha trabajado con la
totalidad de la poblacion de caballo Marismeno (1387 muestras), aunque para
determinados analisis se han tomado muestras de la poblacion Marismefia de forma

aleatoria.
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Se incluyen muestras de trece poblaciones mas, obtenidas del Laboratorio de Genética
Molecular Aplicada del Grupo de Investigacion AGR-218 de la Universidad de Cdérdoba.
Ocho razas autéctonas espafiolas: Pura Raza Espanol (PRE) (60); Retuertas (RET) (55);
Mallorquin (MAL) (30); Menorquin (MEN)(69); Trotador Espanol (TRO)(46); Pottok
(POT)(26); Asturcon (AST)(39); y Losino (LOS) (59). Dos razas internacionales: Arabe
(ARA) (48); Pura Sangre Inglés (PSI) (46). Y se afadieron muestras de la raza Hispano-
Arabe (HA\) (60), Berberisco (21) y Sorraia (23).

3.2 Procesamiento y andlisis de las muestras

Se utilizd6 un panel de 25 microsatélites seleccionados a partir de las recomendaciones
hechas por la FAO/ISAG (Food and Agriculture Organization/ International Society on
Animal Genetics) para realizar estudios de biodiversidad genética equina (FAO, 2004). La
tabla 2 muestra los datos generales de los microsatélites utilizados. Hay que sefalar que el
microsatélite LEX3 esta ligado al cromosoma X y no se utiliza en los estudios de diversidad
genética. Sin embargo, se ha dejado en el presente trabajo puesto que estos mismos
animales se han sometido a control de filiacion como paso previo para su inscripcion en el

Libro Genealdgico y por tanto se ha analizado este marcador en todos los animales.

Tabla 1.- Microsatélites analizados, secuencias de los primers directo y reverso, rango de tamafios
en pares de bases (bp) y referencias bibliograficas.

Microsatélite Directo y reverso (5°-3") (bp) Referencia
AACCGCCTGAGCAAGGAAGT ,

AHT4 138-170 (Binns et al., 1995)
GCTCCCAGAGAGTTTACCCT
ACGGACACATCCCTGCCTGC

AHTS5 128-156 (Binns et al., 1995)
GCAGGCTAAGGGGGCTCAGC
GAGGGCGGTACCTTTGTACC

ASB17 89-131 (Breen et al., 1997)
CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
CCTTCCTGTAGTTTAAGCTTCTG

ASB2 222-256 (Breen et al., 1997)
CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
GCAAGGATGAAGAGGGCAGC

ASB23 179-213 (Lear et al., 1999)

CTGGTGGGTTAGATGAGAAGTC

CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA
HMS3 150-174 (Guerin et al., 1994)
CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT

GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG

HMS6 153-171 (Guerin et al., 1994)
CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA
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Microsatélite Directo y reverso (5°-3") (bp) Referencia

CAGGAAACTCATGTTGATACCATC
HMS7 167-191 (Guerin et al., 1994)
TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT

CAATTCCCGCCCCACCCCCGGCA
HTG10 89-115 (Marklund et al., 1994)
TTTTTATTCTGATCTGTCACATTT

CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC
HTG4 127-141 (Ellegren et al., 1992)
CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC

ACATCTAACCAGTGCTGAGACT

LEX3 194-220 (Shiue et al., 1999)
AAGAACTAGAACCTACAACTAGG
TTTAATCAAAGGATTCAGTTG

LEX33 194-220 (Shiue et al., 1999)
TTTCTCTTCAGGTGTCCTC
CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG

VHL20 89-107 (Van Haeringen et al., 1994)
AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG
AACCTGGGTTTCTGTTGTTG

TKY312 90-130 (Tozaki et al., 2001)
GATCCTTCTTTTTATGGCTG
AATGGTGGCTAATCAATGGG

TKY301 140-170 (Tozaki et al., 2001)
GTGTATGATGCCCTCATCTC
AGCAGGGTTTAATTACCGAG

TKY337 170-185 (Tozaki et al., 2001)
TAGATGCTAATGCAGCACCAG
GTCTTTTTGTGCCTCGGTG

TKY297 215-250 (Tozaki et al., 2001)
TCAGGGGACAGTGGCAGCAG
GTGTCCATCAATGGATGAAG

TKY344 75-115 (Tozaki et al., 2001)
CTTAAGGCTAAATAATATCCC
TAGTCCCTATTTCTCCTGAG

TKY343 135-170 (Tozaki et al., 2001)
AAACCCACAGATACTCTAGA
TTGTTGGGTTTAGGTATGAAGG

TKY321 175-210 (Tozaki et al., 2001)
GTGTCAATGTGACTTCAAGAAC
ATCAGAGAACACCAAGAAGG

TKY287 215-245 (Tozaki et al., 2001)
TCTCTGCTATAGGTAAGGTC
CCTTCACTAGCCTTCAAATG

TKY333 85-155 (Tozaki et al., 2001)
TTGTGTTTAGACAGTGCTGC
TATCCAGTCACCCATTTTAC

TKY341 135-160 (Tozaki et al., 2001)
TTGTGTCAGTACACTCTATG
GATCTATGTGCTAGCAAACAC

TKY 294 210-235 (Tozaki et al., 2001)
CTAGTGTTTCAGATAGCCTC
GCATCATCGCCTTGAAGTTG

TKY394 230-260 (Tozaki et al., 2001)

CCTTTCTGGTTGGTATCCCTG

Se extrajo el ADN del pelo de los animales muestreados tomando 5 hebras de pelo con
foliculo piloso. Se procedié a agregar a la muestra de pelo 100 yL de una resina al 5%
(CHELEX de Biorad). Posteriormente se sometié a 95°C durante 5 min y posteriormente se

congel6 a -20°C. En el caso de las muestras de sangre, se mezclaron 3 ul de sangre total
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con 100 pl de resina, se incubd a 95 °C durante 5 min y se conservo a —20 °C. Para llevar a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se tomaron 5 pl de cada muestra para
un volumen final de 25 pl. La concentracién de Mg?* fue de 2,5 mM, 0,3 uM de cada
cebador, 200 uM de los desoxinucledtidos trifosfato (AATP, dTTP, dGTP y dCTP) y 1Ud de
DNA polimerasa.

Los fragmentos obtenidos de la PCR se separaron por medio de una electroforesis en un
gel de poliacrilamida utilizando un secuenciador automatico ABI Prism 377XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Con el programa Genescan Analysis (Genescan 672 v.3.1.2) se analizaron los datos
obtenidos del secuenciador automatico que proporciona informacion del tamano de los

fragmentos estudiados.

GEL EQUINO

60 [80 [90 ]100 [110 [120 [130 [140 [150 [160 [170 [180 [190 [200 [210 [220 [230 [240 [250 260 [270 [280 [290 [300 [310 [320
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Figura 2. Distribucion de los microsatélites en los geles utilizados en el secuenciador.

Se utilizé el estandar Genescan 400HD-ROX para calcular el tamafios de los fragmentos
entre 60 y 400 nucleotidos.

Una vez calculado el tamafo de cada banda se exportaron los ficheros de datos al
programa Genotyper 3.7. Con ayuda de este programa se identifican los diferentes alelos
presentes en cada uno de los microsatélites.

Se aconseja emplear una denominacion alélica y no el tamafo del fragmento calculado por
el programa ya que se producen variaciones entre tandas de electroforesis que pueden dar
lugar a errores, por esa razon se tipifica siempre un mismo individuo en todas las tandas

de muestras.
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3.3 Anadlisis estadfstico

3.3.1 Variabilidad Intrapoblacional

Para evaluar la variabilidad genética dentro de cada poblacion, se calcularon los siguientes
parametros: la heterocigosdad observada y esperada (He, Ho), total de alelos por
poblacién (Na), numero medio de alelos por poblacion (MNA), numero efectivo de alelos
(Ne), el contenido de informacién polimorfica (PIC) y las desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg por poblacion. Para calcular las frecuencias alélicas, las
heterocigosidades y el valor de Fis (Wright, 1965; Weir and Cockerham, 1984) se utiliz6 el
programa Genetix v. 4.02 (Belkhir et al., 2003). Para el calculo del equilibrio Hardy-
Weinberg (HW) se utilizd el programa GENEPOP v.3.1c (Raymond and Rousset, 1995)
mediante la aplicacién del test exacto de Fisher usando el método en cadena de Monte
Carlo Markov, desmemorizacion = 5000, 100 lotes y 10000 iteraciones por lote (Guo and
Thompson, 1992). Para el calculo del Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) de cada
microsatélite se aplicdé la féormula propuesta por (Botstein et al., 1980) empleando el
complemento The EXCEL MICROSATELLITE TOOLKIT (Park, 2001), utilizando el programa
EXCEL. Se practico un analisis factorial de correspondencias, mediante el programa
GENETIX v. 4.02 (Belkhir et al., 2003).

3.3.2 Estructura y distancia entre poblaciones, asignacién individual

Se obtuvo una matriz de distancias genéticas (Nei et al., 1983) utilizando el programa

PopPULATIONS 1.2.28 (Olivier Langella, www.cnrsqif.fr/pge/bioinfo/populations/). Con los

valores obtenidos se calcularon arboles de distancias. Para representar graficamente los
arboles de distancias se empleo el programa TREEVIEW (Page, 1996).

Se utilizo la version 2.2.3 del programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), para identificar
la estructura de las K poblaciones utilizadas y al mismo tiempo calcular las proporciones de
mezcla (Admixture). El programa también permite la deteccion de individuos puros de los
grupos formados, asi como el potencial de individuos mezclados entre los diferentes K. Se
aplicé un modelo Bayesiano Monte Carlo Cadena de Markov (MCMC) que utiliza modelos
basados en clusters o agrupamientos de individuos. Los criterios de agrupacion de los
individuos fueron el de reducir al minimo el equililibrio Hardy-Weinberg y la fase de

desequilibrio entre loci dentro de los grupos. El programa DISTRUCT (Rosenberg, 2004)
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también fue empleado en la representacion grafica de la estructura de la poblacién, por
tener una mayor variedad de colores disponibles. Se evalud la estructura de la poblacion
utilizando todo el conjunto de la muestra (n = 599), y suponiendo que éstos pertenecen a
un numero desconocido de K grupos diferentes genéticamente. El valor de probabilidad
posterior de K se calculé por duplicado y progresivamente de 2 a 9, con 1.000.000 de
repeticiones MCMC y un periodo previo de calentamiento de 200.000 iteraciones sin
informacion previa. Se calculé la proporcion de mezcla con la informacion de las
poblaciones una vez obtenido el valor éptimo de K.

Los archivos resultantes de STRUCTURE posteriormente se representaron graficamente con
DISTRUCT (Jacobson and Rosenberg, 2007).

Se realizaron 8 simulaciones independientes (de K=2 a K=9) para identificar el K mas
probable mediante la determinacion de la distribucion modal de AK (Evanno, Regnaut, &
Goudet, 2005) utilizando el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt, 2012). Este
test se utiliza para detectar la habilidad del algoritmo utilizado por el programa STRUCTURE
para asignar individuos a su grupo de origen cuando hay mas de 2 poblaciones. El analisis
se utiliza para detectar el numero de grupos genéticos que encajan mejor en la base de
datos, utilizando la determinacion de la distribucion modal de AK. El resultado depende del
marcador utilizado, el numero de loci analizados, el numero de poblaciones muestreadas y
del numero de individuos por muestra. La estructura genética no siempre resulta ser un
reflejo de la distancia geografica entre poblaciones.

Test de asignacion

El método aplicado considera que existen una serie de poblaciones de referencia o razas
de caballos con las que los Caballos Marismefos pueden o no haber tenido relacién en el
pasado, pero que sirven para verificar si el método estadistico utilizado tiene la suficiente
capacidad de asignacion. Las muestras de estas poblaciones de referencia, asi como los
genotipos fueron proporcionados por el Laboratorio de Genética Molecular Aplicada del
Grupo de Investigacion AGR218 en Cdérdoba. En el caso de este trabajo la dificultad surge
como consecuencia de que es esperable que un elevado porcentaje de las muestras sean
el fruto de cruzamientos recientes con otras razas, por lo que era de interés aplicar un
procedimiento que pudiese estimar composiciones mezcladas de genomas provenientes
de varias poblaciones. Se utiliz6 un método no supervisado (Pritchard et al., 2000) que
asume situacion de equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias de los alelos,

estimando para cada individuo incluido en el analisis, la probabilidad de que pertenezca a
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cada una de las poblaciones consideradas ancestrales. Esta probabilidad es en realidad la
distribucion posterior de cada porcentaje de genoma que proviene de las poblaciones
ancestrales y es calculada aplicando un enfoque bayesiano utilizando técnicas MCMC
(Monte Carlo Markov Chain). Este procedimiento presenta como ventajas mas destacables
el no requerir especificar las frecuencias alélicas de las poblaciones ancestrales y la de
permitir tener en cuenta situaciones genéticas complejas, incluyendo el caso de muestras
que provienen de la mezcla entre varias poblaciones. En este caso, esta posibilidad es de
gran importancia ya que es esperable que un elevado porcentaje de muestras de Caballos
Marismefios provengan del cruzamiento entre los reproductores de alguna de las razas de
referencia, de tal manera que el genoma de estas razas estara representado en las
muestras de caballos en diferentes proporciones que resulta de interés detectar. Para
aplicar este procedimiento se utilizé el software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Se
determind el promedio de asignacion individual (q) definida como las proporcién media de
cada genotipo que se infiere y que procede de cada uno de los K grupos. Los coeficientes
de las poblaciones muestreadas a la K (K = 2-K=9) también fueron evaluados, segun lo
descrito por Pritchard et al. (2000) . Se tomd como valor umbral g > 0,70. Indicaria que los
animales con q > 0,70 podrian ser asignados como representantes de la raza
correspondiente 0 que pueden ser utilizados como rescatables en programas de
conservacion. Los individuos con q < 0,70 para cada grupo fueron considerados como
cruzados. Del mismo modo, un grupo de la muestra fue asignado a otro grupo si su
promedio q era mas de 0,70, o conjuntamente, perteneciente a mas de un grupo, sila g de

cada grupo era inferior a 0,70.

3.3.3 Contribucién a la diversidad

Para este estudio se ha incluido la raza equina Marismefa en un estudio mas amplio que
comprende 12 razas equinas, algunas autdctonas de Espafa y algunas razas
internacionales. De esta forma se ha determinado la contribucion de la raza equina
Marismefa a la diversidad genética equina global de la Peninsula Ibérica. Se han utilizado
tres métodos: el de Weitzman (1992), el de Petit et al. (1998) y el de Caballero y Toro
(2002).

Mediante el método de Weitzman (1992) se han calculado las contribuciones parciales de
cada raza al total de la diversidad genética utilizado la distancia genética de Reynolds
(Reynolds et al., 1983).
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Para realizar la cuantificacion con los métodos de Pétit et al. (1998) y Caballero y Toro

(2002) se ha utilizado el programa MoLKIN v.3.0 (Gutierrez et al., 2005).

4. RESULTADOS

4.1 Variabilidad intrarracial de la poblacion Marismefia.

NA RA He Ho PIC Fis P-value
AHT4 7 6,859 0,7901 0,7869 0,7511 0,044 0,1596
AHT5 6 5,861 0,7876 0,7500 0,7407 0,048 0,4454
ASB17 11 9,982 0,8820 0,7869 0,8619 0,004 0,0757
ASB2 12 9,000 0,8740 0,8036 0,8517 -0,071 0,9475
ASB23 7 5,969 0,8075 0,8596 0,7704 -0,046 0,9659
HMS3 8 7,000 0,8174 0,7500 0,7868 0,088 0,0418*
HMS6 6 5,969 0,7198 0,7193 0,6769 0,026 0,1906
HMS7 6 5,000 0,7407 0,7541 0,6977 -0,061 0,1353
HTG10 8 5,999 0,7230 0,7167 0,6779 -0,021 0,3122
HTG4 7 4,998 0,7420 0,6721 0,6925 0,077 0,0219*
LEX3* 9 8,998 - - - - -
LEX33 11 8,000 0,8536 0,8070 0,8279 -0,045 0,3195
VHL20 9 8,843 0,8658 0,8056 0,8363 0,071 0,1337
TKY287 8 7,905 0,7618 0,8136 0,7235 -0,095 0,3859
TKY294 8 6,987 0,7443 0,7167 0,7091 0,035 0,3068
TKY297 9 7,884 0,7908 0,7333 0,7555 0,141 0,1474
TKY301 7 6,980 0,8090 0,8361 0,7743 -0,038 0,4651
TKY312 10 8,843 0,8153 0,8852 0,7874 -0,043 0,1416
TKY321 9 7,873 0,7709 0,6833 0,7384 0,260***  0,0026***
TKY333 8 6,000 0,8302 0,9180 0,7988 -0,087 0,6079
TKY337 7 6,771 0,7255 0,6571 0,6798 0,095 0,0952
TKY341 7 6,874 0,7452 0,8333 0,7025 -0,159 0,4428
TKY343 10 9,943 0,7843 0,8033 0,7559 0,004 0,7333
TKY344 8 7,716 0,7513 0,7049 0,7090 0,076 0,0347*
TKY394 8 7,874 0,8066 0,7500 0,7740 0,115 0,0981

8,24 7,365 0,7906 0,7444 0,7548 0,007
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Tabla 2- Microsatélites analizados, numero de alelos por marcador (NA), Riqueza Alélica (RA),
Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He), Contenido de Informacion Polimorfica
(PIC), Coeficiente de Consanguinidad (Fis) y p-value de las desviaciones del Equilibrio Hardy-Weinberg.

# Los valores ofrecidos son calculados como si fuese un marcador autosémico pero en realidad esta ligado
al cromosoma X.

En la tabla 2 se pueden ver los resultados para los 25 microsatélites utilizados. Todos los
microsatélites son muy informativos y han resultado polimérficos, mostrando un minimo de
6, para los microsatélites AHTS, HMS6 y HMS7, y un maximo de 12 alelos en el

microsatélite ASB2.

La heterocigosidad esperada mas alta se encuentra en el marcador ASB2 con un valor de
0,87 y la mas baja para el HMS6 con un valor de 0,72 (tabla 2). Los valores de
heterocigosidad observada oscilan entre un maximo de 0,92 para el marcador TKY333 y
un minimo de 0,68 para el microsatélite HMS6. Los valores medios de He y Ho son 0,79 y
0,74 respectivamente. Considerando que un valor de PIC superior a 0,50 indica que un
marcador es muy informativo, podemos decir que todos los marcadores son muy
informativos a la hora de detectar variabilidad genética en la raza equina Marismefa, pues

todos se encuentran por encima del mencionado valor.

En la tabla 2 se recogen también los resultados del analisis del equilibrio Hardy-Weinberg y

el resultado es que solamente cinco de los 25 marcadores se desvian significativamente.

El coeficiente de consanguinidad (Fis) muestra que el marcador TKY321 posee un exceso
significativo de homocigotos en la poblacién. Sin embargo el valor medio de Fis de la
poblacién es de 0,007, que no es significativamente diferente de 0, lo que nos indica que la

muestra de la raza equina Marismefia es homogénea.

Respecto a los estadisticos F (Weir & Cockerham) para los 25 microsatélites, los valores
promedio fueron: Fis= 0,010, Fir= 0,099 y Fst= 0,089. El valor de Fis proximo a 0O indica
que las muestras de las diferentes poblaciones son homogéneas y que hay diferenciacion

genética entre poblaciones del 9%

4.2 Comparacion genética de la poblacion Marismefia con otras razas.
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Coeficiente de

Poblacion N° He (SD) Ho (SD) No Alelos (SD) Consanguini
, dad Fis
Arabe 60  0,6754 (0,0215) 0,6547 (0,0123) 6,32 (1,55) 0,0307

Berberisco 21 0,7598 (0,0176) 0,7657 (0,0185) 7,32 (1,63) -0,0080

Hispanoarabe 40  0,7664 (0,0125) 0,7520 (0,0137) 7,24 (1,79) 0,0190
PRE 60  0,7388 (0,0189) 0,7138 (0,0117) 7,64 (1,52) 0,0341

Pura Sangre 0,0236
Inglés 60  0,7348(0,0119) 0,7175 (0,0116) 5,72 (0,94)

Retuertas 67  0,7137 (0,0172) 0,7359 (0,0108) 6,76 (1,13) -0,0313*
Sorraia 23 0,6418(0,0210) 0,6194 (0,0203) 4,48 (1,08) 0,0357
Marismefio 50  0,7938(0,0107) 0,8016 (0,0113) 8,48 (2,06) -0,0099

SD, desviacion estandar;*Valores significativos para exceso o defecto de heterocigotos (P < 0.05)

Tabla 3. Tamafo muestral, He, Ho, nimero de alelos y Fis de las poblaciones estudiadas.

La Tabla 3 muestra los valores del tamafio muestral, He, Ho, numero de alelos y Fis para
cada poblacién. El mayor numero de alelos se encuentra en la poblacion Marismefia
derivado de la alta variabilidad genética que tiene, y el menor se encuentra en el Sorraia,
una poblacion de caballos muy reducida con altos niveles de consanguinidad. También los
valores de He reflejan esta circunstancia con un valor minimo en el Sorraia y un maximo en
el Marismeno. La Ho obtuvo un valor minimo de 0,62 (Sorraia) y un maximo de 0,80
(Marismefo).

Se obtuvieron valores de Fis <0,10, reflejando muestras homogéneas de las poblaciones.
Los valores de Ho fueron mayores que He en las poblaciones de Berberisco, Retuertas y
Marismefio, reflejando Fis negativo en cada caso. Valores negativos de Fis podrian indicar
mayores niveles de heterocigosdad observada que los esperados bajo equilibrio, o que

puede ser consecuencia del denominado efecto Wahlund (presencia de subpoblaciones).

4.3 Estructura y distancias entre poblaciones:

4.3.1 Distancias genéticas

Se emplean dos modelos de distancias para comprobar la robustez de los resultados
obtenidos, y se utilizan razas de referencia (PSI, PRa, PRE...) para valorar la bondad del

analisis estadistico efectuado y relativizar los resultados obtenidos.

ARA BER HA PRE PSI RET SOR MAR
Arabe 0 0,1869 0,0819 0,1728 0,1967 0,2118 0,3864 0,1344
Berberisco 0,0952 0 0,1398 0,1376 0,2631 0,2080 0,3332 0,1180
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Hispanoarabe 0,0333 0,0470 0 0,06995 0,1753 0,1486 0,3392 0,0762

Pura Raza 0,1075 0,0543 0,0321 0 0,2035 0,1390 0,3106 0,0661
Espanola

Pura Sangre 0,1235 0,1050 0,0787 0,0978 0 0,2772 0,3984 0,1535
Inglés

Retuertas 0,1205 10,0811 0,0676 0,0748 0,1305 0 0,2805 0,1161
Sorraia 0,2036 0,1535 0,1525 0,1537 0,1801 0,1403 0 0,3005
Marismefio 0,0693 0,0278 0,0215 0,0249 0,0637 0,0497 0,1265 0

Tabla 4. Distancias genéticas de 8 poblaciones equinas basadas en la distancia Dade Nei (1983) (diagonal
superior) y los indices de fijacion (Fst)por pares de poblaciones (diagonal inferior).

En la diagonal superior de la tabla se muestran las distancias genéticas basadas en la Da
de Nei (1983) para las 8 poblaciones estudiadas, en la diagonal inferior se reflejan los
indices de fijacion para todos los pares de razas de caballos.

Las distancias de Nei (Da) mas pequefas se encuentran entre la poblacion Marismefia y el
PRE. Este dato no es sorprendente, debido a los cruces que se han producido
tradicionalmente entre las yeguas Marismefas y sementales PRE. La distancia mas
grande la encontramos entre el PSl y el Sorraia.

Los valores del indice de fijacion (Fst) en las razas estudiadas han ofrecido valores
similares aunque el mas alto se obtiene entre las poblaciones Sorraia y Arabe. El valor mas
bajo se ha hallado entre el caballo Marismefio y el PRE (0,0249).

En la fila inferior, se ven los resultados del indice de fijacion del caballo Marismefio con el
resto de razas. Los valores tan bajos de Fst encontrados excepto con el Sorraia nos
indican que se trata de una raza que ha sido sometida a muchos cruces recientes con

diversas razas.

4.3.2 Arbol de distancias Da de Nei utilizando el método Neighbor Joining.
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Sorraia

Retuertas
Barbe

PR Marismefio

Hispanoarabe

Thorougbred

0.1 Arabian

Figura 3. Arbol de distancias Da de Nei.

El arbol de distancias Da de Nei, se muestra en la figura 3. La raza Sorraia se encuentra
claramente diferenciada y lejos del resto de razas representadas en el arbol. Hay que
destacar que la poblacion del caballo de las Retuertas no se ha agrupado con ninguna de
las poblaciones europeas, igual que el Sorraia, probablemente debido a su aislamiento
geografico y origen comun de ambas en la zona sur de la Peninsula Ibérica. El caballo
Hispano-Arabe, el Arabe y el PSI se agruparon juntos debido a que comparten origen,
pues el caballo Arabe es ancestro de muchas razas actuales. El caballo Marismefio
presenta una rama muy corta; este hecho es probable que se deba a su reciente proceso
de definicibn como raza (que todavia esta en curso). Se puede apreciar la influencia del
PRE, el Arabe y el caballo Berberisco en su pool genético, y por ello lo encontramos en el

centro del arbol de distancias Da de Nei.
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4.3.3 Analisis Factorial de Correspondencia.
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Figura 4. Andlisis factorial de correspondencia.

El andlisis factorial de correspondencias mostréo 5 agrupamientos. El eje 1 explica el
29,33% y el eje 2 el 22,43%. En rojo, y en un lugar central, se puede ver el lugar que ocupa
la poblacién de caballo Marismefio, préximo al Hispano-Arabe y al PRE, resultando casi
inapreciable la diferenciacién genética entre las razas. El Sorraia, Retuertas y PSI si se
hallan muy diferenciados en este grafico, lo cual es congruente con el resto de analisis

realizados.

Se realizd un segundo analisis factorial de correspondencias, esta vez agrupando las 12
razas (ver figura 5). De nuevo con este analisis se obtiene como resultado que el caballo
Marismefio se encuentra en una posicion central, e independiente de las demas razas
equinas. La coherencia del analisis se confirma con la distribucion de las razas que
comparten parte de su genoma, como el Arabe e Hispano-Arabe, las razas Mallorquina y
Menorquina o los procedentes de los caballos antiguos centroeuropeos como el Potoka, el
Losino y el Asturcén. Es evidente también que, aunque se diferencia de estas razas, existe
una proximidad genética sobre todo entre el caballo Marismefio y el Pura Raza Espanol.

Estos resultados se asemejan a los ya reportados por Vega-Pla et al. (2006).
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Figura. 5. Representacion grafica de los resultados del Analisis Factorial de Correspondencia de 12
poblaciones equinas

MAR: Caballo Marismefio; PRE: Pura Raza Espafiol; RET: Caballo de Las Retuertas; HA: Hispano-Arabe;

MAL: Mallorquin; MEN: Menorquin; TRO: Trotador Espafiol; POT: Pottoka; AST: Asturcon; LOS: Losino;
ARA: Pura Raza Arabe; PSI: Pura Sangre Inglés

4.3.4 Estructura genética de las poblaciones:
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Figura 6. Test de agrupamiento realizado con el programa STRUCTURE.
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Los test de agrupamiento se realizaron en toda la base de datos con un numero creciente
de agrupamientos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6. Las ejecuciones
independientes de K=2 hasta K=9 produjeron resultados consistentes. En K=2 se observa
la presencia de 2 agrupamientos claramente distintos: uno que corresponde al Pura
Sangre Inglés y al Arabe, y el otro que incluye el resto de razas analizadas. De los
agrupamientos K=4 a K=9, los resultados reflejan la presencia de una estructura
poblacional asociada con una diferenciacion genética progresiva de las razas autéctonas
de la Peninsula Ibérica y las Norteafricanas. Los test de agrupacion aislaron a las razas
Sorraia y Retuertas del resto de las razas empezando en el agrupamiento K=5 y
posteriores. El caballo Marismefio se halla claramente diferenciado de su vecino
geografico, el caballo de las Retuertas, desde el agrupamiento K=4, aunque ambos
comparten un mismo origen.

La determinacion de la distribucion modal de AK indica que el numero de grupos genéticos
que mas se ajusta a la base de datos se halla en K=7, tal como se evidencia en la menor
desviacion estandar y la ubicacion en la parte mas alta de la grafica, una vez alcanzado el
valor real de K. Este hallazgo coincide con el numero de razas utilizado, considerando que
el Hispano-Arabe es una mezcla del PRE y el Pura Raza Arabe en su origen. Cabe
destacar que algunas muestras de esta raza (Hispano-Arabe) formaron en K=7 un grupo

propio. .
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Figura 7. Determinacion de la distribucion modal de AK.

4.3.5 Test de asignacion:

Es importante, a la hora de seleccionar los reproductores para futuras generaciones, tener
en cuenta la mayor informacion posible, no sélo morfologica y funcional, sino también
genética para que pasen a formar parte de la raza los individuos que mas se ajusten a los
criterios que establece la Asociacion.

Hay diferentes estrategias para hacer un analisis individual de asignacién de individuos a
poblaciones tratando de incrementar el conocimiento de la diversidad genética de razas de
diferentes especies, cuyos resultados proporcionen una informacion util a la hora de
considerar estrategias de conservacion. Se ha seguido en este caso la propuesta por
Pritchard (2000), utilizando el programa STRUCTURE.

Se selecciond un numero limitado de poblaciones que, por un lado, aportasen informacion
sobre la posible mezcla de genomas presentes y, por otro, un numero que no dificultase la
interpretacion de los resultados por exceso de poblaciones. Se emplearon todas las
muestras disponibles del Caballo Marismefo.

Después de una serie de analisis previos para tratar de optimizar los valores de los
parametros de simulacion de la aplicacion informatica (duracion del periodo de “burn-in” y
numero de iteraciones) el numero de poblaciones mas verosimil resulté ser 5, siendo

consecuencia de una diferenciacion clara entre las poblaciones de referencia empleadas.
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De esta forma, las muestras de las razas Retuertas, Arabe, Pura Raza Espafiola y Pura
Sangre Inglés, tenian un genoma que en un porcentaje superior al 70 por 100 provenia, en
la mayoria de los analisis realizados, de una unica poblacion ancestral, mientras que en las
muestras de Caballo Marismefo se identificaban cuatro poblaciones ancestrales claras,

una quinta mas heterogénea (Tabla 5).

Razas/Agrupamientos 1 2 3 4 5 N°
muestras

Marismeno 0,179 0,223 0,220 0,154 0,224 1387

Retuertas 0,046 0,114 0,701 0,081 0,058 67

Pura Raza Espafiola 0,052 0,719 0,079 0,058 0,091 60

Arabe 0,073 0,059 0,042 0,767 0,059 60

Pura Sangre Inglés 0,861 0,026 0,023 0,050 0,041 60

Tabla 5.- Proporcion de genoma que para cada poblacion de referencia muestreada proviene de cada una de

las hipotéticas poblaciones ancestrales consideradas.

Hay que sefalar que en el procedimiento no supervisado las poblaciones de origen son
objetos abstractos, que no tienen necesariamente que estar representados en los datos de
campo. Ademas, hay que extremar la cautela cuando se utilizan estos procedimientos de
analisis ya que con frecuencia la estimacion de la proporcion del genoma que proviene de
cada una de las poblaciones de origen puede cambiar drasticamente de un analisis a otro
cuando se utiliza un numero de poblaciones ancestrales relativamente elevado. Es decir, a
pesar de que el numero de poblaciones ancestrales mas verosimil pueda ser 5, la
utilizacion de mas grupos provocara inestabilidad en la asignacion de las razas de origen a

los diferentes agrupamientos o “clusters”.

|. |' i ‘ I|| I “ l l |||| |I|.' |

Figura 8. Representacion gréafica del andlisis. Cada linea vertical representa un individuo. La composicion de
colores equivale a la representacion de los genomas correspondientes.
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En la tabla 6, se muestran algunos ejemplos de muestras en las que se observa la

proporcion de genoma de las poblaciones ancestrales de cada una.

Id Animal PSI PRE RET ARA OTROS
MM31465 0,040 0,036 0,763 0,080 0,081
MM31469 0,032 0,025 0,816 0,093 0,034
MM31475 0,041 0,038 0,769 0,020 0,133
MM31463 0,084 0,787 0,051 0,044 0,034
MM48155 0,029 0,800 0,103 0,023 0,045
MM31489 0,770 0,104 0,042 0,031 0,053
MM37399 0,857 0,022 0,034 0,061 0,026

Tabla 6. Proporcion del genoma de las poblaciones ancestrales en algunas muestras de ejemplo.

4.4 Contribucion a /a diversidad

Para completar el presente estudio, se han realizado una serie de test, utilizando diferentes
metodologias, para estudiar y valorar la contribucion que hace la raza Marismefia a la

diversidad equina espafola.

4.4.1 Método de Weitzman:

Los resultados de este estudio estan recogidos en la tabla 7. Independientemente de la
metodologia utilizada, el mayor descenso en la diversidad se daria a partir de la hipotética
pérdida de la poblacién del Caballo de las Retuertas, pues en los tres calculos el valor de
pérdida marginal es el mas elevado (POSA= 10,92%; Distancia de Reynolds=12,14%,
Fst=15,17%). El caballo Marismefio, en principio no produciria una pérdida de diversidad
genética importante en un hipotético caso de desaparicion. EI método de Weitzman aqui
usado ha sido criticado por algunos autores pues solo tiene la diversidad genética inter-
racial y no la intra-racial, y también por la complejidad de los calculos a realizar, (Thaon
d’Arnoldi et al., 1998; Goyache et al., 2006) pero en cualquier caso, cualquiera de los
métodos empleados en la bibliografia no tienen en cuenta otros valores que deben tenerse
en cuenta a la hora de tomar una decision de si debe conservarse una raza 0 no como son

su valor historico, cultural, econémico, etc.
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POSA Distancia de Reynolds Fst
Diversidad 0,885 1,52 0,0815
total
Raza Diversidad Pérdida Diversidad Pérdida Diversidad Pérdida
marginal (%) marginal (%) marginal (%)
MAR 0,789 4,41 1,45 4,54 0,75 5,01
PRE 0,749 5,54 1,44 2,22 0,76 5,67
RET 0,682 10,92 1,24 12,14 0,68 15,17
HA 0,759 4,56 1,39 5,22 0,74 4,76
MAL 0,732 5,06 1,40 4,68 0,74 4,78
MEN 0,743 5,12 1,41 4,21 0,73 5,61
TRO 0,757 6,02 1,43 4,65 0,75 5,22
POT 0,776 4,98 1,39 5,18 0,74 6,11
AST 0,733 5,89 1,38 4,65 0,71 4,97
LOS 0,741 578 1,32 6,67 0,69 5,20
ARA 0,673 7,40 1,36 5,22 0,72 6,89
PSI 0,735 5,90 1,37 7,45 0,72 7,21

Tabla 7.- Calculo de la diversidad de Weitzman y pérdida de diversidad marginal (%)

4.4.2 Método de Caballeroy Toro y Pétit et al.:

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 8. Para realizar este test se han

analizado 599 muestras de 12 razas de caballos. Ambos métodos han arrojado resultados

bastante congruentes, aunque las contribuciones de las razas estudiadas han sido muy

bajas: la desaparicion de cualquiera de ellas, por si sola, no produciria una pérdida de

diversidad genética ni de riqueza alélica superior al 1%.

Riqueza GDwlnternal GDgMean Loss/ CrPetit et
SUBPOP N He i 0 GDr ity Distance Gam  C° Co a1 (%)
MAR 61 0,782 8,571 0,797 -0,708 0,600 -0,108 0,996 -0,766 0,229
PRE 60 0,743 7,714 0,799 -0,170 0,302 0,132 0,181 -0,547 -0,366
RET 55 0,676 5,857 0,798 0,691 -0,674 0,017 -1,143 1,188 0,045
HA 60 0,752 7,286 0,798 -0,297 0,371 0,074 0,247 -0,498 -0,251
MAL 30 0,720 6,524 0,797 0,073 -0,178 -0,105 -0,047 0,358 0,312
MEN 69 0,731 7,381 0,797 -0,024 -0,068 -0,091 0,025 0,130 0,154
TRO 46 0,748 7,190 0,795 -0,180 -0,101 -0,280 0,372 0,186 0,558
POT 26 0,760 7,857 0,796 -0,175 -0,007 -0,182 1,008 -0,626 0,382
AST 39 0,724 7,048 0,797 0,065 -0,100 -0,035 -0,137 0,269 0,132
LOS 59 0,734 8,238 0,797 -0,042 -0,003 -0,045 0,045 0,242 0,287
ARA 48 0,666 5,952 0,800 0,715 -0,434 0,281 -1,213 0,615 -0,597
PSI 46 0,727 5,667 0,794 0,036 -0,530 -0,494 -0,334 1,054 0,720
Total 599 0,797 11,048

Tabla 8. Analisis de la contribucion a la diversidad de 12 razas de caballos segun el método de Caballero y
Toro y de Pétit et al.
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La raza que mayor pérdida de diversidad produciria con su desaparicion segun el método
de Caballero y Toro seria el PSI, y aun asi, no llega al 1% (-0,494%). Segun este método,
el caso contrario, el que produciria aumento de la diversidad si desapareciera, seria la raza
Arabe, con un valor de 0,281%, muy bajo.

Segun el método de Petit et al., la raza que mayor riqueza alélica aporta a la base de datos
seria el PSI con un valor de 0,720%, y la que menos, con un valor negativo, seria la raza
Arabe, con un valor de -0,597%.

Se hizo ademas un analisis teniendo en cuenta las 2 razas que histéricamente han tenido
influencia sobre la raza Marismefia en el Entorno de Dofana (PRE y Caballo de las

Retuertas), y estos fueron los resultados obtenidos (tabla 9):

SUBPOP GDr GDw GDs Loss/Gain
Pop: MAR 0,781 6,247 -8,346 -2,100
Pop: RET 0,677 -6,837 -8,346 -15,183
Pop: PRE 0,743 1,528 -8,346 -6,818
Pop: MAR PRE 0,775 3,907 -6,705 -2,798

Tabla 9. Analisis de la contribucion a la diversidad, segun el método de Pétit et al., para las razas Marismena,
PRE y Caballo de las Retuertas.

Como puede verse en la tabla, la raza que significaria una mayor pérdida si desapareciera,
con el método de Caballero y Toro (2002), teniendo en cuenta las tres razas (la que hace
mayor aportacion genética de las tres) seria el Caballo de las Retuertas con un valor de -

15,183% de pérdida en caso de desaparicion.
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5.DISCUSION

La poblacién equina Marismefia se encuentra ubicada dentro de las razas autoctonas en
peligro de extincion, segun el Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafa (Anexo |
del Real Decreto 2129/2008, de 26 de diciembre). Tras el reconocimiento de la raza, no
hubo un control eficiente de la misma hasta el establecimiento del Libro Genealdgico en el
ano 2012, que marco el inicio de su gestion para el mantenimiento y mejora de la misma.
Los datos histéricos, unidos a los estudios de caracterizacion genética, ofrecen la
oportunidad de poner en valor la raza equina Marismefa y su entorno privilegiado en el
area del Coto de DoRana, tan importante cinegética, histérica, ecoldgica, tradicional y

econdmicamente.

5.1 Variabilidad intrarracial de la poblacion equina Marismena.

Es muy destacable la variabilidad genética que presenta la poblacidn Marismeha. Esta
caracteristica ha permitido a los animales de esta raza adaptarse y sobrevivir a la
climatologia del Entorno de Dohana, superando condiciones duras de sequia, y también de
inundaciones. Hay que resaltar su adaptacion a la falta de alimento, condicionada por la

climatologia, y a las condiciones de los humedales, por los que transitan de forma habitual.

La elevada variabilidad alélica que presentan los microsatélites en la raza equina
Marismefia, con un numero medio de alelos de 8,24 puede achacarse perfectamente a la
actividad reciente de numerosos sementales de diferentes razas antes de constituirse el
Libro Genealdgico (Fernandez Rodriguez et al., 2010). Estos resultados muy similares a
los encontrados para el caballo Pantaneiro (Sereno et al., 2008) aunque en este caso es
debido a la rotacion continua de sementales que se realiza en Brasil con esta raza tan
particular. Esta alta diversidad queda confirmada por el alto valor de riqueza alélica (7,365).
Este dato esta por encima del valor de riqueza alélica de 24 razas equinas autdctonas
europeas (Warmuth et al., 2011), y también en razas asnales americanas (Jordana et al.,
2016), aunque se asemeja al valor encontrado en 27 razas equinas chinas (Ling et al.,
2010) 6 razas mediterraneas (Marletta et al., 2006) y algunas razas italianas (Zuccaro et
al., 2008; Criscione et al., 2015) y se halla por debajo de los valores encontrados en 6

razas autoctonas indias (Gupta et al., 2014).
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Los niveles de heterocigosidad han permanecido similares a los observados en otras razas
espafolas (Vega-Pla et al., 2006), chinas (Ling et al., 2010), indias (Gupta et al., 2014) y
americanas (Conant et al., 2012), y es también similar a los niveles observados en razas
asnales (Jordana et al., 2016), caballos mediterraneos (Marletta et al., 2006), el caballo
Hispano-Breton (Pérez-Gutiérrez et al., 2008) y caballos italianos (Zuccaro et al., 2008).
Los niveles de diferenciacion observados entre razas equinas en este estudio se pueden
considerar bajos si se comparan con otras razas domésticas (Martinez et al., 2000;
Martinez et al., 2006; Delgado et al., 2012), pero similares a los obtenidos en otros estudios
realizados en caballos (Cafion et al.,, 2000; Aberle et al., 2004; Glowatzki-Mullis et al.,
2006; Felicetti et al., 2010; Warmuth et al., 2011). Aun asi, estos niveles fueron mayores a
los encontrados en burros por Aranguren-Mendez et al. (2001) y Jordana et al. (2016).

El coeficiente de consanguinidad por marcadores (Fis) hallado para la raza Marismefa fue
de 0,007. Se podria considerar que la poblacion tiene un nivel de endogamia muy bajo lo

que es coherente con la dinamica de la raza de las ultimas décadas.

5.2 Comparacion genética de la poblacion Marismefia con otras razas.

El nUmero de alelos mas elevado lo encontramos en la raza Marismenfa, con un valor de
8,48, similar al reportado por Vega-Pla et al. (2006) y el menor lo encontramos en el
Sorraia, con un valor de 4,48 alelos.

Se hallaron valores negativos significativos de Fis en el Caballo de las Retuertas que
sugerian un posible efecto Wahlund, es decir, la existencia de subpoblaciones dentro de la

raza.

5.3 Estructura y distancias entre poblaciones.

5.3.1 Distancias genéticas. Arbol de distancias Dade Nei. (método NJ).

El analisis de distancias entre poblaciones, proporcioné los resultados esperados. Se han
estado utilizando sementales de PRE para cruzarlos con los caballos de la Marisma hasta
hace muy pocos afos, antes del establecimiento de los Libros Genealdgicos en el ano
2012. Como consecuencia, se esperaba que hubiera una relacion genética muy proxima

entre ambas razas.
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Los valores mayores para estos parametros los encontramos, en el caso de la distancia Da,
entre el PS| y el Sorraia (0,3984), y para el parametro Fsr, el valor mas elevado se halla
entre el PrA y el Sorraia. Aun no tratandose de las mismas razas estos resultados pueden
ser coherentes si tenemos en cuenta que el PrA es un antepasado aunque muy lejano e
indirecto, del PSI (De Andrés Cara, 1986).

El arbol de distancias realizado con el método Neighbour Joining y los resultados del
agrupamiento realizado con el programa STRUCTURE reflejan las practicas reproductivas
que se han venido realizando en los resultados que arrojan.

La rama en la que se encuentra el Marismefio tiene una longitud muy corta si la
comparamos con el resto de las razas estudiadas, teniendo en cuenta el valor de Fsr
obtenido, que ha sido bajo, se confirma que se trata de una raza que a pesar de
encontrarse en el lugar hace muchos afnos aun se encuentra en un proceso de definicién.
Parece ser que este afan por cruzar las yeguas con sementales de otras razas es el
resultado de la costumbre de los criadores locales de evitar sistematicamente los cruces de

las yeguas con los sementales locales por un afan de mejorar los productos obtenidos.

Cabe destacar también la relacion observada entre el caballo Marismeno y el Berberisco,
debida probablemente a que comparten muchos ancestros comunes como el Arabe y el
antiguo Pura Raza Espanol. Ademas hubo una introduccion en Andalucia de caballos
Berberiscos durante la invasion arabe (que duré casi un milenio) (Mufioz-Bort, 2004).

No se ha establecido con claridad el lugar donde se desarrollé el caballo Berberisco;
algunos autores piensan que la raza pudo originarse en el Norte de Africa (Aparicio, 1944).
Parece que en tiempos prehistéricos y antes de la existencia de colonias griegas y fenicias,
los caballos que habitaban el sur de la Peninsula Ibérica y el Norte de Africa tenian una
estrecha relacion, y que hubo un intercambio significativo de equinos entre el Norte de
Africa y la Peninsula Ibérica, por lo menos desde los tiempos del Imperio Romano hasta la
invasion musulmana (Aparicio, 1944).

Posteriormente, los caballos que habitaban la Peninsula Ibérica fueron cruzados con otras
razas europeas para mejorarlos y de ahi surgido el moderno PRE (Nissen, 1963). Sin
embargo, el caballo Marismefio parece conservar algunas trazas geneéticas de los cruces
con los antiguos caballos norteafricanos.

Curiosamente, el resultado esperado del fenograma del caballo Marismefo era que
estuviera relacionado con el caballo de las Retuertas debido al conocido y ancestral origen

comun. Es sabido que el caballo de las Retuertas hace aproximadamente 30-40 afos
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sufrid un aislamiento reproductivo (no se cruzd recientemente con ninguna otra raza)
seguido de un intenso cuello de botella, lo que podria, en un principio, explicar el porqué de
la gran distancia genética encontrada entre el caballo de las Retuertas y el caballo
Marismefio.

Otra linea de evidencias para los anteriores argumentos la proporciona el analisis
individual obtenido utilizando métodos Bayesianos, que indica que los resultados de las
razas que encajan en su agrupamiento fueron similares a los encontrados para los Arabes
y PSI (Glowaltzki-Mullis et al., 2006).

Actualmente, seria muy improbable que se produjera un cruce entre el Marismeino y el
caballo de las Retuertas, ya que la poblacion del caballo de las Retuertas se encuentra
confinada en la Reserva Biologica de Dofana, un area aislada de unas 10.000 Ha,
localizada dentro del Parque Nacional.

De todas formas, hay que considerar la posibilidad de incorporar animales de la poblacién
de caballo de las Retuertas en un futuro programa de conservacion de la raza Marismefa
tras un trabajo arduo y extenso de caracterizacion morfolégica y genética.

Extrafiamente, el caballo de las Retuertas estd en una misma rama con el Sorraia,
probablemente debido a su origen geografico comun antes de su aislamiento reproductivo,
aunque el Sorraia estda marcadamente separado del resto de razas por su reducida
variabilidad genética, que ya ha sido observada en estudios previos (Morais et al., 2005).
Aun asi, de acuerdo con los datos histéricos y moleculares, se cree que el Sorraia es el
ancestro mas probable de las razas ibéricas del sur de la Peninsula Ibérica (Pinheiro et al.,
2013).

5.3.2 Analisis Factorial de Correspondencia.

El analisis factorial de correspondencias arroja cinco grupos bien diferenciados. El caballo
Marismefio se encuentra en el centro del grafico, junto con el Hispano-Arabe y el PRE,
resultando casi inapreciable la diferenciacion genética entre ellos. Teniendo en cuenta la
historia reciente de la raza, y los cruces a los que ha sido sometida, los resultados no son
nada sorprendentes. El resto de razas del grafico si se encuentran separadas vy
diferenciadas.

En el segundo andlisis factorial de correspondencias realizado, se puede observar la

proximidad genética del Marismefio con el PRE, de la que ya hay indicios por el resto de
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resultados obtenidos, aunque en este caso si se diferencia del resto de razas analizadas.

Estos resultados se asemejan mucho a los ya reportados por Vega-Pla (2006).

5.3.3 Estructura genética de las poblaciones (STRUCTURE)

La aplicacién de los microsatélites y el uso del valor de g para determinar la proporcién de
mezclas de los animales, ademas del uso de otras metodologias, como caracterizaciones
zoomeétricas y morfométricas, pueden ser de gran utilidad para la gestién de la poblacion
Marismena.

Los resultados obtenidos han sido congruentes con el resto de analisis realizados y han
arrojado algunos datos curiosos, que reflejan las relaciones histéricas de los caballos de la
Marisma con otras razas de caballos que han pasado por la zona a lo largo de los siglos,
como el caballo Berberisco, por ejemplo. En este caso, resulta llamativo ver en la grafica
del agrupamiento que el caballo Marismefo aparece unido al Berberisco hasta el K=7, lo
que refleja que ambas razas tienen origenes comunes basados en los mismos ancestros,
caballos arabes y antiguos PRE y los lazos histéricos como el largo periodo en el que los
Musulmanes estuvieron en la Peninsula Ibérica, trayendo y llevando ganado, en gran parte
caballar, pues en la época musulmana, y hasta hace apenas un siglo, las guerras se
disputaban a caballo y el transporte de mercancias se realizaba a lomo. En el caballo
Hispano—Arabe, a su vez, también se observan perfiles de Berberisco, probablemente

debido también a que el Berberisco se formd con este tipo de cruzamientos.

5.4 Contribucion a /a diversidad.

La cuestion de qué razas son dignas o valederas de ser conservadas viene siendo
debatida desde que Weitzman plantedé su concepto de contribucion a la biodiversidad
(Weitzman, 1993). La aproximacién de Weitzman tenia en cuenta criterios genéticos,
econdomicos, de escala (regional, nacional o global) y era especialmente atractiva porque
su calculo era rigurosamente matematico. Se han desarrollado varios métodos ademas de
las aproximaciones filogenéticas de Weitzman (1992) y de Thaon d’Arnoldi et al. (1998),
como las que se centran en la maximizaciéon de la diversidad genética (Eding and
Mewisen, 2001; Ollivier and Foulley, 2005 y 2008) o el numero medio de alelos por locus

(Petit et al., 1998; Foulley and Ollivier, 2006). EI método basado en la coancestria, se
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puede adaptar facilmente a la informacién genealdgica (Caballero y Toro, 2002). La
aproximacion de Weitzman fue muy criticada por la comunidad cientifica, pues se
consideraba que abordaba la problematica de forma parcial, y es que es un asunto muy
complejo y dificil de abordar matematicamente de forma “completa”, pues hay aspectos de
una raza que no son valorables numéricamente. Para intentar “paliar” la parcialidad de uno
u otro método, en este estudio se han realizado tres aproximaciones a la mencionada
contribucion. Ya se ha mencionado con anterioridad la cautela extrema con la que hay que
tomar los resultados obtenidos, aunque no esta de mas insistir en que una raza, tiene valor
en el contexto en el que se engloba, no solo genético, como reservorio de recursos, sino
en otros muchos contextos, como el cultural o el econdmico. En el caso que nos ocupa, la
tradicion y la cultura tienen una importancia muy grande, pues el caballo Marismefio tiene
una tradicion muy arraigada (500 afos) en la zona de Almonte y aledafios que no se debe
despreciar a la ligera y que sigue muy viva hoy en dia.

Los resultados encontrados en el presente estudio son muy similares a los hallados para
la raza equina Mallorquina (Alvarez et al., 2010), para el arbol de argan de Marruecos (Pétit
et al., 1998) o para la raza ovina Xisqueta (Ferrando et al., 2010). Aun asi, hay que afadir
que el Marismefo produciria una pérdida de diversidad genética si desapareciera (-
0,108%) y aporta un 0,23% a la riqueza alélica comparandolo con las 12 razas estudiadas.

Hay que tomar estos resultados con extrema cautela. Primero porque los valores obtenidos
en todos los métodos son extremadamente bajos, ninguno sobrepasa el 1% en su aporte a
la diversidad, y después porque solo se tienen en cuenta algunos aspectos de la misma,
en el caso del método de Caballero y Toro se tiene en cuenta los coeficientes de
parentesco para calcular la diversidad genética (GD), y en el de Pétit et al., se utiliza la
riqueza alélica intrapoblacional y un calculo de la riqueza alélica debido a su divergencia de
la totalidad de la poblacion (de todas las razas en estudio). Tratandose de razas de
caballos, en las que la diferenciacion genética no es demasiado acusada (las Fst no suelen
sobrepasar el 10%), no hay, por lo tanto, una divergencia acusada entre ellas, tal como se
puede ver en los estudios realizados con el caballo de las Retuertas (Vega-Pla et al.,
2006), en razas indias (Gupta et al., 2014), en el Lipizzan (Barcaccia et al., 2013), o en el
Maremanno (Felicetti et al., 2010) por ejemplo, parece que debemos ser muy cautelosos a
la hora de valorar estos resultados, y no basar en ellos ninguna consideracion sobre el

peso o valor de una raza sobre otra.
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En conclusién, el caballo Marismefio deriva de los antiguos caballos que habitaban las
marismas del Guadalquivir, igual que los caballos de las Retuertas. A pesar de la
introduccién, en periodos mas recientes, de sementales de otras razas, los resultados de
este estudio indican la singularidad de esta poblacion tan adaptada a su extremo entorno.

La gestion del Libro Genealdgico del caballo Marismeno fue establecida oficialmente el afio
2012, evitando la introduccion de sementales de otras razas, y el control de filiacién se
tiene en cuenta para el programa de conservacion. Si esto es suficiente para garantizar la
supervivencia futura de la raza, aun queda por verse, pero indica claramente que, debido a
que estos caballos viven con la minima intervencién humana, el habitat de esta poblacion

debe protegerse pues tiene un gran impacto en su supervivencia.
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6. CONCLUSIONES

1. Caracterizar genéticamente la poblaciéon equina de raza Marismefa utilizando
microsatélites.

—->Se ha caracterizado la Raza Marismefia con un panel de microsatélites
habiéndose detectado una alta variabilidad genética y niveles de endogamia muy
bajos.

2. Determinar si existe relacion genética entre las poblaciones equinas Marismenfa y el

caballo de las Retuertas, que se hallan en el mismo entorno (el Espacio Natural de
DoRana).
—->Si bien esta claro que las dos razas tienen el mismo ancestro, los antiguos
caballos que poblaban la Marisma, el aislamiento reproductivo de los Caballos de la
Retuertas, un reciente cuello de botella y esto unido al afan de los ganaderos de
evitar usar sementales de la Marisma para mejorar la poblacion, han conducido a
una diferenciacion genética entre ambas razas.

3. Determinar la posible singularidad genética de las Raza Marismefa y Retuertas
comparandolas con algunas razas autéctonas espafiolas, americanas y europeas.
—~>La Raza equina Marismefia se manifiesta como una poblacién singular
circunscrita a un entorno como el de Dofiana que, debido quizas a las condiciones
tan extremas del entorno donde se encuentran los caballos si recibir ningun tipo de
apoyo, ha hecho, que a pesar del afan de los ganaderos durante las ultimas década
del siglo XX por mejorar la poblacion con sementales de otras razas, la seleccion
natural solo ha permitido la supervivencia de aquellos caballos que mantienen
caracteristicas fenotipicas de los antiguos caballos adaptados al medio. Esta
circunstancia ofrece una oportunidad de mantener una raza en el entorno usando
sementales propios ya que esta dotada de una gran variabilidad genética.

4. Analisis de la estructura genética de la poblacion y asignacion individual a la raza.

- El conjunto de la informacién molecular que se ha utilizado es capaz de
discriminar entre las poblaciones de referencia que han sido muestreadas para
llevar a cabo este trabajo, las razas Retuertas, Pura Raza Espaiola, Arabe y Pura
Sangre Inglés. Los valores de asignacion obtenidos paras las razas de referencia
son superiores al 70%, que si bien no son concluyentes para cada muestra, si lo son
para ayudar a seleccionar aquellos ejemplares de Caballo Marismefio mas

adecuados segun los criterios de la Asociacién y que podrian actuar como padres
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de las siguientes generaciones.
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Abstract

Marismefio horse, is a Spanish equine breed threatened with extinction located almost exclusively at the Espacio
Natural de Donana, a protected area (Natural and National Park), at the Southwest of the Iberian Peninsula. 25
microsatellites recommended by the International Society of Animal Genetics (ISAG) were typed to define the
genetic profile of the breed (AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23, HMS3, HMS6, HMS7, HTG10, HTG4,
LEX3, LEX33, VHL20, TKY287, TKY294, TKY297, TKY301, TKY312, TKY321, TKY333, TKY337,
TKY341, TKY343, TKY344, TKY394). The microsatellites were amplified by PCR (Polimerase Chain
Reaction). The obtained fragments were separated by electrophoresis in an automatic sequencer ABI377XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The fragment analysis and genotyping was made using the
programmes Genescan Analisys 3.1.2 and Genotyper 2.5, using Genescan® 400HD ROX as size standard.
Heterozigosity analysis, Fis, multivariate analysis and assignation and genetic structure analysis were
performed. All the microsatellites analyzed were informative and polymorphic, with a minimum of 6 alleles for
the microsatellites AHTS5, HMS6 and HMS7, and a maximum of 12 for the microsatellite ASB2. The
Marismefio breed shows a high variability, with an average of 8.24 alleles per locus. The FIS value for the
population was 0.007. This means that the population is homogeneous and not significantly deviated from
HWE. The genetic structure analysis confirms the analysed individuals group together. The conclusion is that
the first results of a great effort done by the Marismefio horse breeders are being collected, to settle the breed
characteristics without significant loss of genetic variability.

Resumen

El caballo Marismefio, es una raza equina espaiola que se halla en peligro de extincion y que se localiza casi
exclusivamente en el Espacio Natural de Dofiana, entorno protegido (Parque Natural y Parque Nacional),
situado entre las provincias de Sevilla, Huelva y Cadiz, al Suroeste de la Peninsula Ibérica. Para realizar una
caracterizacion genética de la raza y definir su perfil genético se analizaron 25 marcadores microsatélites
recomendados por la International Society of Animal Genetics (ISAG): AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG10, HTG4, LEX3, LEX33, VHL20, TKY287, TKY294, TKY297, TKY301,
TKY312, TKY321, TKY333, TKY337, TKY341, TKY343, TKY344, TKY394. Se amplificaron los
microsatélites mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los fragmentos obtenidos
en la PCR se separaron mediante una electroforesis en un secuenciador automatico ABI377XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). El analisis de los fragmentos y la tipificacion alélica se realizéo mediante los
programas informaticos Genescan Analisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 respectivamente utilizando Genescan®
400HD ROX Size Standard como estandar de tamafios. Se realizaron analisis de heterozigosidad, Fis, analisis
multivariable y test de estructura genética y asignacion. Todos los microsatélites analizados resultaron muy
informativos y polimoérficos mostrando entre un minimo de 6 alelos, para los microsatélites AHTS, HMS6 y
HMS7, y un méaximo de 12 en el microsatélite ASB2. La raza equina Marismefia muestra una alta variabilidad,
con un numero medio de 8,24 alelos por locus. El valor medio de FIS de la poblacion es de 0,007, lo que indica
que la poblacion Marismefia es homogénea y ademas no muestra una desviacion significativa del equilibrio
Hardy-Weinberg. El analisis de la estructura genética confirma que los individuos analizados se agrupan juntos.
La conclusion es que se estan obteniendo los primeros frutos derivados de un gran esfuerzo de los criadores de
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Caballo Marismefo para fijar las caracteristicas de su raza sin que haya una pérdida significativa de variabilidad
genética.

Introducciéon

En la Peninsula Ibérica existe una gran proporcion de razas que se encuentran en peligro de extincion cuyas
perspectivas de futuro dependen del establecimiento de programas de conservacion que deben estar apoyados,
entre otros, en estudios de diversidad genética. La raza equina Marismefia se encuentra ubicada dentro de las
razas autoctonas en peligro de extincion, seglin el Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espana (Anexo I del
Real Decreto 2129/2008, de 26 de diciembre). Su censo global se sitia alrededor de las 1500 cabezas que, casi
en su totalidad, se encuentran integradas en el Libro Genealdgico gestionado por la Asociacién Nacional de
Criadores de Ganado Marismefio. En el caso del caballo, es dificil desligar la memoria de los movimientos
migratorios humanos asociados a los caballos como medio de transporte. En este sentido, la raza Marismefia que
esta en peligro de extincion, representa al caballo que se encuentra en el Entorno Natural de Dofiana con un
enraizamiento profundo en las costumbres y tradiciones de la zona. Este trabajo estudia la estructura genética de
la raza equina Marismefia, mediante la tipificacion de 25 secuencias microsatélites del ADN. Se han realizado
analisis estadisticos de los datos con distintas herramientas para valorar la diversidad intra-racial y la estructura
genética de la raza.

Material y métodos

Para realizar una caracterizacion genética de la raza y definir su perfil genético, se han obtenido 100 muestras de
animales de Caballo Marismefio obtenidas aleatoriamente. Se analizaron 25 marcadores microsatélites
recomendados por la International Society of Animal Genetics (ISAG): AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG10, HTG4, LEX3, LEX33, VHL20, TKY287, TKY294, TKY297, TKY301,
TKY312, TKY321, TKY333, TKY337, TKY341, TKY343, TKY344, TKY394. Se amplificaron los
microsatélites mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los fragmentos obtenidos
en la PCR se separaron mediante una electroforesis en un secuenciador automatico ABI377XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). El analisis de los fragmentos y la tipificacion alélica se realizo mediante los
programas informaticos Genescan Analisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 respectivamente utilizando Genescan®
400HD ROX Size Standard como estandar de tamafos. Se realizaron analisis de heterozigosidad, Fis, andlisis
multivariable para lo que se ha utilizado el programa GENEPOP 1.2 (Raymond M., Rousset F., 1995) y test de
estructura genética y asignacion con el programa Structure v.2.0 (Pritchard et al., 2000).

Resultados y discusion

Todos los microsatélites analizados resultaron muy informativos y polimérficos mostrando entre un minimo de
6 alelos, para los microsatélites AHTS, HMS6 y HMS7, y un maximo de 12 en el microsatélite ASB2. La raza
equina Marismefia muestra una alta variabilidad, con un nimero medio de 8,24 alelos por locus. El valor medio
de FIS de la poblaciéon es de 0,007, lo que indica que la poblacion Marismefa es homogénea y ademas no
muestra una desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg. Se ha determinado la posible estructura
genética de la poblacion Marismefia comparandola con tres razas: Pura Raza Espafiol, Caballo de las Retuertas e
Hispano-Arabe, que se explotan en la misma zona y que a priori podria pensarse que han ejercido alguna
influencia en el Caballo Marismefio. El analisis de la estructura genética confirma que los individuos analizados
se agrupan juntos y se diferencian de las otras razas estudiadas, aunque hay algunos individuos que comparten
su genoma con el PRE (Pura Raza Espatiol).

Discusion

Los caballos que constituyen en la actualidad la Raza Marismefia surgen de un esfuerzo muy grande de la
asociacion para homogeneizar lo que hace pocos afios era una poblacién de caballos sin control reproductivo
alguno. Los frutos de este esfuerzo se aprecian por un gran avance en la uniformidad genética de laraza y, a la
vez, el mantenimiento de su diversidad con un n° alto de alelos y un FIS muy contenido realizado en la ultima
década. En un estudio previo llevado a cabo con una muestra cogida al azar entre caballos pobladores de la
Marisma del Guadalquivir y anterior a la declaracion oficial de la Raza Marismeiia (Vega-Pla 2006), se observa
como las diferencias entre individuos y la presencia en su genoma de influencias de razas muy diversas pedia
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una intervencion inmediata en la gestion de esta poblacion de caballos. El cruzamiento con el PRE ha sido una
practica habitual hasta hace unos afios y es logico que forme parte del acervo genético de la Raza Marismena,
sin embargo ésta mantiene también sus caracteristicas propias derivadas de los antiguos caballos que poblaban
la zona y que hoy précticamente han desaparecido, exceptuando un pequefio grupo de ejemplares que se
conservan en la Reserva Bioldgica de Dofiana denominados Caballos de las Retuertas.

Tabla I. Numero de muestras analizadas, nimero de alelos por marcador (NA), riqueza alélica (RA),
heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He), contenido de informacion polimorfica (PIC),
coeficiente de consanguinidad (FIS). [Sample size, number of alleles per marker (NA), allelic richness (RA)
observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), polymorphism information content (PIC),
inbreeding coefficient (FIS)]
N° de muestras analizadas NA RA He Ho PIC Fis
100 8,24 7,36 0,79 0,74 0,75 0,007

Conclusiones
En un periodo de tiempo de apenas 10 afios se ha podido comenzar a fijar las caracteristicas genéticas de los
caballos de Raza Marismefia sin que haya una pérdida significativa de variabilidad genética.
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INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

La cuestion de qué razas merecen ser conservadas viene Para la realizacion del estudio se han tomado 599 muestras
siendo debatida desde que Weitzman planteé su concepto de de pelo de las razas Marismeha, PRE, Retuertas, Hispano-
contribucion a la biodiversidad ( Weitzman, 1993 ). La Arabe, Mallorquina, Menorquina, Trotador, Pottoka, Asturcon,
aproximacion de Weitzman tenia en cuenta criterios genéticos, Losino, Arabe y PSl. Se analizaron 25 marcadores
economicos, de escala  (regional, nacional o global) 'y era microsatélites recomendados por la International - Society of
especialmente atractiva porque su calculo era rigurosamente Animal Genetics (ISAG). Para la  cuantificacion de la

matematico y objetivo. En ‘el ‘presente estudio se pretende contribucion a ' la * biodiversidad ‘se " utilizd el - programa  Molkin

hacer una aproximacion, también matemalica, pero con un Vv.2.0 (Gufierrez et al, 2005 ).
enfoque algo distinto, utilizando dos métodos: el de Caballero y

Toro (2002) y el de Pétit et al. (1998). EI objetivo de
este estudio ‘es hacer una comparacion entre ambos métodos _ : - . ———

para valorar 'y cuantificar la contribucion de la raza ‘Marismefa ‘ﬂ! = W
con su diversidad intra—racial al conjunto de razas estudiadas. = f
¥
RESULTADOS :
nm—-
8,571 0,797 -0,108 0,996 -0,766 0,229
60 7,714 0,799 0,132 0,181 -0,547 -0,366
55 5,857 0,798 0,017 -1,143 1,188 0,045
60 7,286 0,798 0,074 0,247 -0,498 -0,251
30 6,524 0,797 -0,105 -0,047 0,358 0,312
69 7,381 0,797 -0,091 0,025 0,130 0,154
46 7,190 0,795 -0,280 0,372 0,186 0,558
26 7,857 0,796 -0,182 1,008 -0,626 0,382
39 7,048 0,797 -0,035 -0,137 0,269 0,132
59 8,238 0,797 -0,045 - 0045 - 0,247 0,287 &
Y. o T -0,597 £
46 5,667 0,794 -0,494 -0,334 1,054 0,720
Total 599 11,048

Tabla 1. "N, numero de individuos/poblacion;” GDy, diversidad genética total;- Cg, - contribucion de la poblacién debida a la riqueza alélica propia de la- misma; Cp, contribucion de la poblacion debida & su
divergencia con. el resto; C; contribucién total. Los signos indican, por un lado, una. pérdida (=) o ganancia (+) de diversidad.génica si desapareciera la subpoblacidn, y por otro, una contribucién positiva (.+)
o negativa (—) de dicha subpoblacién a la riqueza alélica de la raza. MAR: Marismefio, PRE: Pura Raza Espafol; RET: Retuertas; HA: Hispano-Arabe; MAL: Mallorquin; MEN: Menorquin; TRO: Trotador; POT:
Pottoka; AST: Asturcén; LOS: Losino; ARA; Arabe; PSI: Pura Sangre Inglés.

Los resultados obtenidos en ambos meétodos son bastante congruentes, aunque las contribuciones de las razas estudiadas han
sido ‘muy bajas: la desaparicion de cualquiera de ellas, por si sola, no produciria una pérdida de diversidad genética ni de
riqueza alélica superior al 1%. Aun asi, hay que anadir que el Marismefo produciria una pérdida de diversidad geneética si

o, )

CONCLUSIONES

Este analisis tiene un enfoque eminentemente genético y tedrico por lo que habria que tener en cuenta otros criterios
(culturales, econémicos, sociales, etc) antes de tomar ninguna decisién acerca de su valor para ser conservada.
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La cuestion de qué razas son dignas o valederas de ser conservadas viene siendo debatida desde
que Weitzman plante6 su concepto de contribucion a la biodiversidad (Weitzman, 1993). La
aproximacion de Weitzman tenia en cuenta criterios genéticos, econdmicos, de escala (regional,
nacional o global) y era especialmente atractiva porque su calculo era rigurosamente matematico. En
el presente estudio se pretende hacer una aproximacién, también matematica, pero con un enfoque
algo distinto, utilizando dos métodos: el de Caballero y Toro (2002) y el de Pétit et al. (1998). Para la
realizacion del estudio se han tomado 599 muestras de pelo de las razas Marismefia, PRE,
Retuertas, Hispano-Arabe, Mallorquina, Menorquina, Trotador, Pottoka, Asturcon, Losino, Arabe y
PSI. Se analizaron 25 marcadores microsatélites recomendados por la International Society of
Animal Genetics (ISAG): AHT4, AHTS5, ASB17, ASB2, ASB23, HMS3, HMS6, HMS7, HTG10, HTG4,
LEX3, LEX33, VHL20, TKY287, TKY294, TKY297, TKY301, TKY312, TKY321, TKY333, TKY337,
TKY341, TKY343, TKY344, TKY394. Se amplificaron mediante la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Los fragmentos obtenidos en la PCR se separaron mediante una electroforesis
en un secuenciador automatico ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El analisis de
los fragmentos y la tipificacion alélica se realizd mediante los programas informaticos Genescan
Analisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 respectivamente utilizando Genescan® 400HD ROX Size Standard
como estandar de tamafos. Para la cuantificacion de la contribucién a la biodiversidad se utilizo el
programa Molkin v.2.0 (Gutierrez et al, 2005). El objetivo de este estudio es hacer una comparacion
entre ambos métodos para valorar e intentar cuantificar si la raza Marismefia contribuye o no con su
diversidad intra-racial al pool genético. Este analisis es preliminar y habria que tener en cuenta otros
criterios (culturales, econémicos, sociales y también, por qué no, la singularidad de esta raza, que es
sefia de identidad del pueblo que la acoge) antes de tomar ninguna decision acerca de su valor para
ser conservada.

Palabras clave: diversidad genética, conservacién, coancestria, riqueza alélica.
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La presencia de caballos en la Marisma del Guadalquivir forma parte del patrimonio natural y
cultural espafiol, v debe de tratar de perpetuarlo para conocimiento de las generaciones futuras.

En este sentido, la raza equina Marismeila presenta un enraizamiento profundo en las costumbres y
tradiciones de la zona donde se asienta, ¢l Espacio Natural de Doflana. Esta poblacion equina ha
sido cruzada, hasta hace mmy pocos afios, con otras razas de caballos hasta que se constituyd
recientemente como la raza de Caballo Marismeiio, lo que va a permitir su supervivencia de forma

#El caballo Marismeiio aparece en una rama corta, lo que indica que esta poco diferenciado y
que comparte su conposicion genética con otras razas. Las influencias del PRE, Pra y el
Berberiscolo sitiian en el centro del arbol de distancias.

#E| Sorraia v el Retuertas muestran un efecto isla probablemente debido a su aislamiento
geografico.

Borraie

ordenada y con claros objetivos de conservacion.

En el presente estudio se han examinado las relaciones que mantiene la raza Marismefia con otras
razas de la P la Ibérica e internacionales, se han anadido el Sorraia v el Berberisco dada la
relacion historica y geografica de estas razas con la Marisma.

Se analizaron 25 marcadores microsatélites recomendados por la International Society of Animal
Genetics (ISAG): AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23, HMS3, HMS6, HMS7, HTG10, HTG4.
LEX3, LEX33, VHL20, TKY287, TKY294, TKY297, TKY301, TKY312, TKY321, TKY333,
TKY337, TKY341, TKY343, TKY344, TKY394.

Software utilizado: Populations, Fstat, Genetix; Treeview.

Marmdgo
e :
e
Y
® -
® Thor cugbrerd
» 0. Aratian
-~ -
L w
= sl Arbol de distancias Dy de Nei, construido con o método Neighbor joiming .
S Arabian: Pura Raza Arabe. Thoroughbred: Pura Sangre Inphés, PRE: Pura Raze Espafiol Barbe: Berbersco.
S ‘: | Pura | Pura
3 @ Arabe | Berberisco :Hispano-ﬂraho Raza Sangre Retuertas | Sorraia Marismeno
-10. | Espaiiol | Inglés
:: 0 0.1869 0.0819 0.1728 0.1967 02118 0.3864 0.1344
40 0.0952 0 0.1398 0.1376 02631 02080 03332 0.1180
P Far ”j:"jiab:“' 00333  0.0470 0 006995 01753 01486 03392  0.0762
L0000  A2000 ,m.a»n 2000 <£.000 2008 2 000 8 ‘:;:r: cec-c €00 Pura Raza 0.1075 0.0543 0.03
2000 e : _ i . 0321 0 02035 01390 03106  0.0661
Axe 1(29.33 %) Espaniol
Anilisis de comespondencia realizado con Genetix, En 1ojo I raza Mariemena el 01235  0.1050 00787 00978 0 02772 03884  0.1535
Amsbian: Pura Raza Arsbe. Thosoughbred: Purs Sangre Inghs. ___Inglés
: [T el 0.1205  0.0811 0.0676 0.0748 0.1305 0 0.2805  0.1161
#E| caballo Marismeiio ocupaun lugar central junto con otras razas como el caballo Hispano-Arabe [T 0.2036 0.1535 0.1525 0.1537 01801 0.1403 0 0.3005
¥ el Pura Raza Espaniol, siendo casi inapreciable la diferenciacion genética entre las razas. Nl 00683  0.0278 0.0215 0.0249 00637 0.0497  0.1265 0

# Se apreciauna clara diferenciacion del Sorraia. Retuertas y el Pura Sangre Inglés. Distancias genéticas de § poblaciones basadas en la D, de Nel (1983) (disponal superior) ¢ indices de fijscida para todoslos pares de

razas estudiadas (diagonal inferior)
Fis
0,01042

Fir
0,09895

Fsr
0,08946

# Se emplean 2 modelos de distancias para comprobar la robustez de los resultados obtenidos, y se
usan razas de referencia para valorar la bondad del andlisis estadistico efecmado y relativizar los
resultados.

#Los valores medios de los F-statistics indican que las muestras son homogéneas y que hay

bastante diferenciacion genética, tratandose de razas de caballos. #Los valores que arroja la raza Marismefia indican que nos encontramos ante una raza ha sido ha sido

cruzada recientemente con ofras.

El caballo Marismefio es una raza equina espaiola cuyo proceso de recuperacion y conservacion comenzo hace muy pocos ailos por lo que presenta reminiscencias de cruzamiento indiscriminado con
otras razas como el Pura Raza Espanol o el Hispano Arabe. sin embargo es una raza por la que merece la pena luchar dada su singularidad y contribucion al entorno tan especial en el que se desemvuelve

Falconet, D.S., 1990, Introduction to quantitative genetics. Compaiia Editorial Continental, S.A. México,
Goudet J, (1995) FSTAT Version 1.2: a computer program to calculate Fstatistics, Journa] of Hemdng.r 86, 173-9,

Langella, O. 1999. Populations 1.2.28 CNRS UPR9034 http//www.cnrs-gif fr/pge/bioinfo/ inde:

Page, R.D., 1996, TreeView: an application to display phylogenetic trees on personal computers. Computer applications in the biosciences 12, 357-358.

Vega-Pla, J.L., Calderon, I., Rodriguez-Gallardo, P.P., Martinez, A.M., Rico, C., 2006, Saving feral horse populations: does it really matter? A case study of wild horses from Doilana National Park in southem
Spain. Animal Genetics 37, 571-578




Area tematica: Genética de razas locales

RELACIONES GENETICAS DEL CABALLO MARISMENO CON OTRAS
RAZAS EQUINAS

Pablo Gomez, Montserrat'*; Martinez Martinez, Amparo'; Nogales Baena, Sergio';
Landi, Vincenzo'; Goémez Carpio, Mayra'; Oom, Maria do Marz; Luis, Cristinaz;
Delgado Bermejo; Juan Vicente'; Vega-Pla, José Luis’

'Departamento de Genética, Facultad de Veterinaria, Universidad de Cordoba (ESPANA);
Centro de Biologia Ambiental , Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, 1749-016.
Lisboa, (PORTUGAL). *Laboratorio de Investigacion Aplicada, Ministerio de Defensa
(ESPANA)

*z12pagom@gemail.com

RESUMEN

El caballo Marismefio, es una raza equina espafola que se halla en peligro de extincion
y que se localiza casi exclusivamente en el Espacio Natural de Dofiana, entorno
protegido (Parque Natural y Parque Nacional), situado entre las provincias de Sevilla,
Huelva y Cédiz, al Suroeste de la Peninsula Ibérica. Para realizar un andlisis de las
relaciones genéticas del caballo Marismefio con distintas razas se tipificaron 25
marcadores microsatélites recomendados por la International Society of Animal
Genetics (ISAG). Se realizaron analisis de distancias genéticas basados en la D, de Nei,
indices de fijacion, andlisis de correspondencia, y se realizd un arbol de distancias,
utilizando la D, de Nei. El anélisis realizado indica que la raza Marismefia se origina a
partir de los antiguos caballos de la Marisma y que tras afios de evolucion se halla
préxima a caballos de silla como el Hispano-Arabe y al Pura Raza Espafiol, y sugiere
que también podria haber habido influencias del caballo Berberisco del norte de Africa.
Los valores hallados en los indices de fijacion de la raza Marismefia indican que es una
raza aun “joven”, que ha estado sometida a cruces recientes con otras razas, aunque
aparece diferenciada de las demds en el arbol de distancias. La conclusion es que se
trata de una raza equina mas de Espafa por la que merece la pena luchar dada su
peculiaridad y su contribucion al entorno tan especial en el que se desarrolla.

Palabras clave: distancias genéticas, arbol de distancias, equino, microsatélites.



Marcadores genéticos como apoyo a la seleccion de reproductores de
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Summary The selection of animals to be bred, is an important and very complex concern,
because there are many issues that have to be taken in account, not only morphological or
functional but also genetic factors, because stallions are the first step for conservation,
manteinance and improvement of a breed. In this paper, a microsatellite assisted stallion
selection method is described. This method will help the Association of Marismeiio Breeders
to take the optimal decision at the moment of the selection of the stallions, and will ease
maintaining the features of the Marismefio breed as they’ve been established by the
Association criteria.

Resumen La seleccion de los animales que se van a utilizar como reproductores es un asunto
importante y de gran complejidad, pues hay que tener en cuenta muchos factores, no sélo
morfoldgicos y funcionales, sino también genéticos, pues los sementales son el primer paso
para la conservacion, mantenimiento y mejora de una raza. En este trabajo se describe un
método de seleccion de sementales asistido por marcadores microsatélites, que ayudard a la
Asociacion de Criadores de Ganado Marismefio, a tomar de manera Optima una decision
acerca de qué animales seleccionar como sementales para mantener las caracteristicas de la
raza Marismefia tal como las establecen los criterios de la Asociacion.

Introduccion

El caballo marismefio es una raza que vive en semi-libertad en las marismas del Entorno de
Dofiana y zonas circundantes, y que tradicionalmente ha sido manejada por ganaderos locales.
Tiene una gran importancia socio-cultural en la zona, debido a las tradiciones ancestrales
relacionadas con el caballo, que son tipicas de las marismas [1], la mas conocida de las cuales
es la Saca de las Yeguas, que se realiza en Dofiana el 26 de Junio todos los afios, desde hace
alrededor de medio milenio. Su existencia es parte de la tradicion cultural local. Ha sido
sometido a cruces con distintas razas, tales como el Breton, el Pura Raza Espafiol, el caballo
Arabe, el Anglo-Arabe y el Pura Sangre Inglés, fundamentalmente [2] . Hay muchos trabajos
basados en el uso de distintas técnicas, tratando de incrementar el conocimiento de la
diversidad genética de razas de diferentes especies, cuyos resultados proporcionan
informacion muy valiosa a la hora de considerar estrategias de conservacion. Es importante, a
la hora de seleccionar los reproductores, tener en cuenta la mayor informaciéon posible, no
solo morfologica y funcional, sino también genética para que pasen a formar parte de la raza
los individuos que mas se ajusten a los criterios que establece la Asociacion.
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Actualmente, las herramientas de genética molecular proporcionan un nimero practicamente
ilimitado de marcadores de ADN que permiten la identificacion individual y por lo tanto, la
asignacion de muestras anonimas a determinadas poblaciones. El problema del anélisis del
origen genético de muestras andénimas, como en el caso que se plantea con el Caballo
Marismefio, es asignar un ejemplar a una determinada poblacion. La muestra problema se
asignard a la poblacion cuya composicion genética proporcione una mayor probabilidad, no se
excluye la asignacion de un ejemplar a otras poblaciones, aunque con probabilidades mas
bajas.

Los microsatélites, también conocidos como SSR (simple sequence repeats) o STR (short
tandem repeats), son repeticiones en tandem de unidades que van de 2 a 6 pares de bases, y
que se distribuyen por todo el genoma nuclear de los eucariotas (Bhargava y Fuentes,
2010)[3]. Debido a su alto polimorfismo se han utilizado como marcadores genéticos para
fingerprinting, controles de paternidad, mapeado genético, conservacion y genética de
poblaciones [4,5,6].

Metodologia
Tipificacion alélica

La extraccion del ADN se realizd a partir de muestras de raiz de pelo utilizando métodos
convencionales. Tras la resuspension del ADN y verificacion en gel de agarosa, las distintas
alicuotas se mantuvieron para su conservacion a -20°C. Se analizaron 25 marcadores
genéticos del tipo denominado secuencia microsatélite seleccionados y recomendados por la
FAO/ISAG (Food and Agriculture Organization of the United Nations/ International Society
of Animal Genetics) para estudios de diversidad genética. Los microsatélites se amplificaron
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un equipo GeneAmp 9700 (Perkin
Elmer, Norwalk, CT, USA). Para realizar la separacion por tamafios de los fragmentos
obtenidos mediante PCR se sometieron éstos a una electroforesis en gel de poliacrilamida en
un secuenciador automatico ABI 377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El
analisis de los fragmentos y la tipificacion alélica se realizd mediante los programas
informdaticos Genescan Analisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 respectivamente.

Analisis estadistico

Los métodos aplicados consideran que existen una serie de poblaciones de referencia o razas
de caballos con las que los Caballos Marismefios pueden o no haber tenido relacion en el
pasado, pero que sirven para verificar si el método estadistico utilizado tiene la suficiente
capacidad de asignacion. Las muestras de estas poblaciones de referencia, asi como los
genotipos fueron proporcionados por el Laboratorio de Investigacion Aplicada que tiene el
Ministerio de Defensa en Cordoba. En el caso de este trabajo la dificultad surge como
consecuencia de que es esperable que un elevado porcentaje de las muestras sean el fruto de
cruzamientos recientes con estas razas, por lo que sera de interés aplicar un procedimiento que
pueda estimar composiciones mezcladas de genomas provenientes de varias poblaciones.

2
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Utilizamos un método no supervisado [7] que asume situacion de equilibrio de Hardy-
Weinberg para las frecuencias de los alelos, estimando para cada individuo incluido en el
analisis, la probabilidad de que pertenezca a cada una de las poblaciones consideradas
ancestrales. Esta probabilidad es en realidad la distribucion posterior de cada porcentaje de
genoma que proviene de las poblaciones ancestrales y es calculada aplicando un enfoque
bayesiano utilizando técnicas MCMC (Monte Carlo Markov Chain). Este procedimiento
presenta como ventajas mas destacables el no requerir especificar las frecuencias alélicas de
las poblaciones ancestrales, y la de permitir tener en cuenta situaciones genéticas complejas,
incluyendo el caso de muestras que provienen de mezcla entre varias poblaciones. En nuestro
caso, esta posibilidad es de gran importancia ya que es esperable que un elevado porcentaje de
muestras de Caballos Marismefios provengan del cruzamiento entre los reproductores de
alguna de las razas de referencia, de tal manera que el genoma de estas razas estara
representado en las muestras de caballos en diferentes proporciones que resulta de interés
detectar. Para aplicar este procedimiento se utilizo6 el software Structure [7].

Resultados

Después de una serie de andlisis previos para tratar de optimizar los valores de los parametros
de simulacion de la aplicacion informatica (duracion del periodo de “burn-in” y niimero de
iteraciones) el nimero de poblaciones mas verosimil resultd ser 5, siendo consecuencia de una
diferenciacion clara entre las poblaciones de referencia empleadas. De esta forma, las
muestras de las razas Retuertas, Arabe, Pura Raza Espafiola y Pura Sangre Inglés, tenian un
genoma que en un porcentaje superior al 70 por 100 provenia, en la mayoria de los analisis
realizados, de una uUnica poblacién ancestral, mientras que en las muestras de Caballo
Marismefio se identificaban cuatro poblaciones ancestrales claras, una quinta mas heterogénea
(Tabla 1).

Tabla 1.- Proporcion de genoma que para cada poblacién de referencia muestreada proviene
de cada una de las hipotéticas poblaciones ancestrales consideradas.

Razas/Agrupamientos 1 2 3 4 5 N°
muestras
Marismefio 0.179  0.223  0.220 0.154 0.224 1387
Retuertas 0.046 0.114 0.701  0.081  0.058 67
Pura Raza Espafiola 0.052  0.719 0.079 0.058  0.091 60
Arabe 0.073  0.059 0.042 0.767  0.059 60
Pura Sangre Inglés 0.861  0.026 0.023 0.050 0.041 60

Hay que sefialar que en el procedimiento no supervisado las poblaciones de origen son objetos
abstractos, que no tienen necesariamente que estar representados en los datos de campo.
Ademas, hay que extremar la cautela cuando se utilizan estos procedimientos de analisis ya
que con frecuencia la estimacion de la proporcion del genoma que proviene de cada una de las
poblaciones de origen puede cambiar drasticamente de un analisis a otro cuando se utiliza un
numero de poblaciones ancestrales relativamente elevado. Es decir, a pesar de que el nimero
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de poblaciones ancestrales mas verosimil pueda ser 5, la utilizacion de mas grupos provocara
inestabilidad en la asignacion de las razas de origen a los diferentes agrupamientos o
“clusters”.

. I LR AT I | | ;", }H ‘J;‘, i P i A ! “ I i T i
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Figura 1. Representacion grafica del analisis. Cada linea vertical representa un individuo. La
composicion de colores equivale a la representacion de los genomas correspondientes.

En la tabla 2, se muestran algunos ejemplos de muestras en las que se observa la proporcion de
genoma de las poblaciones ancestrales de cada una..

Id Animal PSI PRE RET ARA OTROS
MM31465 |0.040 0.036 0.763 0.080 0.081
MM31469 10.032 0.025 0.816 0.093 0.034
MM31475 10.041 0.038 0.769 0.020 0.133
MM31463 0.084 0.787 0.051 0.044 0.034
MM48155 10.029 0.800 0.103 0.023 0.045
MM31489 |0.770 0.104 0.042 0.031 0.053
MM37399  |0.857 0.022 0.034 0.061 0.026

Tabla 2. Proporcién del genoma de las poblaciones ancestrales en algunas muestras de
ejemplo.

Conclusiones

El conjunto de la informacién molecular que se ha utilizado es capaz de discriminar entre las
poblaciones de referencia que han sido muestreadas para llevar a cabo este trabajo, las razas
Retuertas, Pura Raza Espafiola, Arabe y Pura Sangre Inglés. Los valores de asignacion obtenidos
paras las razas de referencia son superiores al 70%, que si bien no son concluyentes para cada
muestra, si lo son para ayudar a seleccionar aquellos ejemplares de Caballo Marismefio mas
adecuados segun los criterios de la Asociacion y que podrian actuar como padres de las siguientes
generaciones.
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ABSTRACT

Marismeno horses originated from primitive horses living around the marshes of the
Guadalquivir River in Southern Spain. Throughout their evolution, they have experienced crosses
with other breeds, first with horses from North Africa and thereafter with other horses. However,
they have not lost their ability to adapt to the demanding marsh environment. Recently, a stud-
book of the breed was established, and the Breeders Association started a conservation pro-
gramme. To study the relationship of the Marismeno with other breeds, a microsatellite analysis
was developed, which included other ancient Southern Iberian horse populations, such as the
Sorraia and Retuertas breeds. Candidates of recent crossbreeding with Marismeno horses, such
as the Hispano-Arabian and the Spanish Purebred, were studied, and the Thoroughbred and the
Arabian breed were used as international references. The results indicated that the Marismeno
horse population maintains a great genetic diversity. Despite recent crossbreeding, the fixation
index and the Hardy-Weinberg equilibrium analysis disclosed a certain homogeneity degree. A
dendrogram was built using the obtained genetic distances, and clustering was performed with
the software STRUCTURE, and the results reflected the genetic differentiation of the Marismeno
horse from the other autochthonous Iberian breeds, although the Marismeno population has
maintained a tight relationship with the Spanish Purebred. Remarkably, some relatedness
between the Marismeno and the Barb horse breeds could be observed and was most likely
derived from an ancient gene flow between the horses of the Iberian Peninsula and
North Africa.

ARTICLE HISTORY
Received 1 March 2016
Revised 19 July 2016
Accepted 4 August 2016

KEYWORDS
Microsatellites; genetic
distances; population
structure; conservation
genetics;

Introduction

@ OPEN ACCESS

The biodiversity conservation of livestock remains an
important concern. Despite worldwide efforts follow-
ing the Convention on Biological Diversity (CBD) held
in 1992, approximately one-third of all breeds continue
to be threatened with extinction. Even after the
approval by the Spanish Government of the
Marismeno horse breed in 2008, this breed continued
to be chaotically managed until 2012, which was the
year the Studbook was created. According to the
Association’s data, the breed, using an open nucleus
breeding scheme, includes less than 1000 dams and
only 20 sires. These data place the breed in the Food
and Agriculture Organisation of United Nations (FAO

2000) endangered populations list (http://dad.fao.org).
The Marismeno horse is also classified by the Spanish
government as an endangered breed because of its
low census (Real Decreto 2129/2008); only 1226 indi-
viduals are registered in the studbook (MAGRAMA
2016).

Ancient Southern Iberian horses developed into the
Sorraia, Retuertas and Marismeno equine breeds. It has
historically been assumed that these horse populations
share a common origin with Barb horses subsisting on
the other side of the Gibraltar Strait (Sotillo & Serrano
1985), although this fact has not been absolutely con-
firmed by previous molecular marker studies (Royo
et al. 2005; Luis et al. 2006).
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The horses that dwell in the Guadalquivir marshes,
including the Donana National Park, have traditionally
been handled by local farmers. These horses hold
great sociocultural importance for the area, and in
view of the ancestral and typical horse traditions
related to cattle handling, they are considered a true
ancestor of the American cowboy herd management
(Munoz-Bort 2004). Overall, the existence of the
Marismeno horse is a deep-seated part of the local cul-
ture and traditions.

The Marismeno horse is an equine with a typical
withers height ranging from 140 to 148 cm, a subcon-
vex profile, a broad chest and fine members (Figure 1).
It is especially appreciated for its ability to work and its
characteristics of adaptation, rusticity, disease resist-
ance and courage; hence, it is very useful for traditional
fieldwork. It is also important that the Marismeno
horses that live in the Donana National Park are sus-
tained on food from the environment and that they do
not receive any additional food, such as additional for-
age feed or fodder, or veterinary treatment (e.g., anti-
parasitary preventive treatments) because it is not
allowed by the National Park guidelines. The distribu-
tion area of the Marismeno horse is very narrow and
limited to the marshes of the Guadalquivir and mainly
around the villages of Almonte and Hinojos located in
the province of Huelva.

For decades, stallions of different breeds, mainly the
Spanish Purebred and occasionally the Thoroughbred,
were used to improve the height of the horses that
live in the Guadalquivir marsh area (before the estab-
lishment of the Studbook in 2008) (Fernandez

Rodriguez 2010) to make them more appropriate for
riding. Nonetheless, the severe marsh conditions pre-
vented the survival of the non-native breeds, such as
the Thoroughbred living in semi-feral conditions, and
it was necessary to conduct crosses with well-adapted
individuals to this harsh environment. This fact led to
the production of a horse breed retaining many fea-
tures of the first horses that populated this region
combined with other characteristics, which make it
more appropriate to take on current farming and rid-
ing actions.

DNA technology-based parentage control and
breed assignments are very valuable tools for the con-
trol of a breed and its conservation. Microsatellite typ-
ing has been widely used in assorted domesticated
animal diversity studies, including large international
projects concerning goats (Nomura et al. 2012), chick-
ens (Granevitze et al. 2007), sheep (Peter et al. 2007),
pigs (Druml et al. 2012), horses (Vega-Pla et al. 2006;
Conant et al. 2012) and cattle (Delgado et al. 2012).

The aim of this study was to analyse the diversity
and population structure of the Marismeno breed
using microsatellite markers. An additional seven horse
breeds derived from the southern part of the lberian
Peninsula were included in the study to draw
comparisons.

Materials and methods

Hair or blood samples were collected from randomly
selected horses respective to each studied breed

Figure 1. Marismeno stallion in Guadalquivir Marshes.



(Table 1). Marismenos were obtained from 10 herds
(one male and nine females per herd), and the rest of
the breeds were randomly selected from our blood or
hair sample bank. All of the Marismeno samples
belonged to animals registered in the Foundational
Studbook.

The DNA from hair samples was extracted by incu-
bating 8-10 roots at 60° in 100 ul of 5% Chelex resin
solution followed by 10 minutes of boiling, and the
DNA from the blood samples was extracted following
the method of Martinez et al. (2000).

Twenty-three microsatellite markers (Table 2) were
amplified using the polymerase chain reaction (PCR)
technique in a GeneAmp 9600 (Perkin Elmer, Norwalk,
CT) by performing three multiplex reactions; 12 of
them recommended for genetic characterisation by
the FAO (2011) and 11 proposed by Tozaki et al.
(2001). Sizing of PCR products was accomplished using

Table 1. Sample size and herds (N/Herds), average number of
alleles per population (ANA), observed average heterozygosity
(Ho), expected average heterozygosity (He) and inbreeding
coefficient (Fs).

Breed N/Herds ANA Ho He Fis
Arabian 60/60 632 06547  0.6754 0.0307
Barb 21/4 732 07657 07598  —0.0080
Hispano-Arabian 40/15 724 07520  0.7664 0.0190
Spanish Purebred 60/60 7.64 0.7138 0.7388 0.0341
Thoroughbred 60/60 5.72 0.7175 0.7348 0.0236
Retuertas 67/1 676 07359 07137  —0.0313*
Sorraia 23/1 448 06194  0.6418 0.0357
Marismeno 50/10 848  0.8016 07938  —0.0099

*Significance level (p <.05).
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an internal size standard and a reference sample on
each gel. The fragment analysis and allelic typing were
performed using the software packages GeneScan
Analysis 3.1.2 and Genotyper 2.5, respectively.

The average number of alleles per locus and the
allelic richness index, corresponding to the minimum
number of alleles based on the smallest sample size
(n=21), were estimated using the program FSTAT
(Goudet 2001).

Allele frequencies, together with the observed (Ho)
and expected (He) heterozygosities and the poly-
morphic information content (PIC), were calculated by
the means of the Microsatellite TOOLKIT Add-In for
Excel (Park 2001).

The Fs values (the heterozygote-deficient coefficient
as an estimation of the inbreeding coefficient across
populations) with 95% confidence intervals were calcu-
lated with the GENETIX v. 4.04 software (Belkhir et al.
2004), whereas the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
was tested using the programme GENEPOP v. 3.1c
(Raymond & Rousset 1995), which applies Fisher’s
exact test through the Markov chain Monte Carlo
method (Guo & Thompson 1992).

The D, genetic distance (Nei et al. 1983) was calcu-
lated wusing the software POPULATIONS 1.2.28
(Langella 1999). A neighbour-joining tree with the D,
genetic distances was built and then graphically repre-
sented with the software TreeView (Page 1996) to
highlight the differentiation and potential associations
among the diverse breeds.

Table 2. Microsatellites analysed, multiplex PCR conditions, number of alleles per marker (NA), allelic richness (RA), observed het-
erozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), polymorphic information content (PIC), inbreeding coefficient (Fis) and p-value for

the deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium.

Microsatellite Multiplex NA RA Ho He PIC Fis p-Value
AHT4 M1 7 6.859 0.7869 0.7901 0.7511 0.044 0.1596
AHT5 M1 6 5.861 0.7500 0.7876 0.7407 0.048 0.4454
ASB17 M1 11 9.982 0.7869 0.8820 0.8619 0.004 0.0757
ASB2 M2 12 9.000 0.8036 0.8740 0.8517 —0.071 0.9475
ASB23 M1 7 5.969 0.8596 0.8075 0.7704 —0.046 0.9659
HMS3 M2 8 7.000 0.7500 0.8174 0.7868 0.088 0.0418*
HMS6 M1 6 5.969 0.7193 0.7198 0.6769 0.026 0.1906
HMS7 M1 6 5.000 0.7541 0.7407 0.6977 —0.061 0.1353
HTG10 M2 8 5.999 0.7167 0.7230 0.6779 —0.021 0.3122
HTG4 M1 7 4.998 0.6721 0.7420 0.6925 0.077 0.0219*
LEX33 M2 1 8.000 0.8070 0.8536 0.8279 —0.045 0.3195
VHL20 M1 9 8.843 0.8056 0.8658 0.8363 0.071 0.1337
TKY287 M3 8 7.905 0.8136 0.7618 0.7235 —0.095 0.3859
TKY294 M3 8 6.987 0.7167 0.7443 0.7091 0.035 0.3068
TKY297 M3 9 7.884 0.7333 0.7908 0.7555 0.141 0.1474
TKY301 M3 7 6.980 0.8361 0.8090 0.7743 —0.038 0.4651
TKY312 M3 10 8.843 0.8852 0.8153 0.7874 —0.043 0.1416
TKY333 M3 8 6.000 0.9180 0.8302 0.7988 —0.087 0.6079
TKY337 M3 7 6.771 0.6571 0.7255 0.6798 0.095 0.0952
TKY341 M3 7 6.874 0.8333 0.7452 0.7025 —0.159 0.4428
TKY343 M3 10 9.943 0.8033 0.7843 0.7559 0.004 0.7333
TKY344 M3 8 7.716 0.7049 0.7513 0.7090 0.076 0.0347*
TKY394 M3 8 7.874 0.7500 0.8066 0.7740 0.115 0.0981
Average 8.24 7.272 0.7767 0.7899 0.7540 0.007

*Significance level (p <.05).



4 M. PABLO GOMEZ ET AL.

The genetic structure of the breeds was analysed
with the software STRUCTURE v 2.3.4 (Pritchard et al.
2000), which identifies clusters of related individuals
from multilocus genotypes and assigns individuals to
identified clusters using a Bayesian algorithm based
on the Markov chain Monte Carlo method. The ana-
lysis involved an admixture model with correlated
allele frequencies. Eight independent runs were con-
ducted with 300,000 iterations during the burn-in
phase and 1,000,000 iterations for sampling from K=2
to K=9 (K=number of clusters) to estimate the most
likely number of clusters present in the dataset. The
STRUCTURE results in graphic representations were
obtained with the programme DISTRUCT 1.1
(Rosenberg 2004). Eight independent simulations from
K=2 to K=9 were performed to identify the most
likely K through AK modal’s distribution determination
(Evanno et al. 2005) using the program STRUCTURE
HARVESTER (Earl & vonHoldt 2012). This test is used to
detect the ability of the algorithm used by the pro-
gram STRUCTURE to assign individuals to its previously
known cluster of origin when there are more than 2
populations. This analysis is used to detect the number
of genetic groups that fit better in the dataset using
the AK modal’s distribution determination. The out-
come depends on the marker used, the number of loci
analysed, the number of sampled populations and the
number of individuals per sample. The genetic struc-
ture is not always a reflection of the geographical dis-
tance between the populations.

Results

All microsatellite markers showed high levels of poly-
morphism with an average of 8.24 alleles per locus
(Table 2), evidencing a minimum of 6 alleles (AHTS5,
HMS6 and HMS7) and a maximum of up to 12 alleles
(ASB2). This high-allelic diversity was also confirmed
by the high allelic richness (7.36) value observed,
which provides an idea of a breed's allelic diversity
regardless of the number of samples analysed.

The highest expected heterozygosity was found

The observed heterozygosity values ranged from 0.66
to 0.92. All of the markers showed PIC values higher
than 0.50; therefore, all of the microsatellite markers
screened were informative and detected genetic vari-
ability in all of the studied populations.

Table 2 shows that only three markers significantly
deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium. The
observed average Fs value of 0.007 indicated that no
clear heterozygosity deficiencies or other excesses
were observed.

The mean values of He and Ho are 0.79 and 0.74,
respectively. A mean of 6.75 alleles per population was
detected; the Sorraia and Thoroughbred populations
showed the lowest number of alleles (4.48 and 5.72,
respectively), and Marismeno showed the highest
(8.48). The observed and expected heterozygosities in
each breed are shown in Table 1. The Retuertas (RET)
population showed a significant excess of heterozy-
gosity and a low Fis value. Negative Fs values were
also found in other breeds, but observed differences
were not significant. Furthermore, only 13 significant
deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium were
detected among the 184 population-locus combina-
tions, which is precisely the number expected by
chance at the 5% level. No population showed more
than  three markers  deviating  from  the
Hardy-Weinberg equilibrium (data not shown).

The average F-statistics and their 95% confidence
intervals were obtained after bootstraps of 10,000 iter-
ations over loci comprised of Fs=0.0104, Fr=0.0989
and Fst=0.0895.

The smallest Nei's (Da) genetic distances were
between the Marismeno population and the Spanish
Pure Breed (Table 3). This is not surprising because the
horses from the Guadalquivir marshes have tradition-
ally been crossbred with Spanish Pure breed stallions.
The neighbour-joining tree is shown in Figure 2. The
Sorraia breed is clearly differentiated and far from the
rest of the breeds represented in the tree.
Interestingly, the Retuertas population did not cluster
with any of the European breeds and was in contrast
to the Sorraia, which was probably due to its geo-

for the ASB2 (0.87) marker, whereas the lowest graphic isolation and common origin in the South of
was detected for the HMS6 (0.72) microsatellite. the Iberian Peninsula. One cluster grouped the
Table 3. Genetic distances among the eight populations studied based on Da distances of Nei et al. (1983).

BREED Arabian Barb Hispano Arabian Spanish Purebred Thoroughbred Retuertas Sorraia Marismeno
Arabian 0

Barb 0.1869 0

Hispano-Arabian 0.0819 0.1398 0

Spanish Purebred 0.1728 0.1376 0.0695 0

Thorougbred 0.1967 0.2631 0.1753 0.2035 0

Retuertas 0.2118 0.2080 0.1486 0.1390 0.2772 0

Sorraia 0.3864 0.3332 0.3392 03106 0.3984 0.2805 0

Marismeno 0.1344 0.1180 0.0762 0.0661 0.1535 0.1161 0.3005 0




Hispano-Arabian and Arabian horse with the
Thoroughbred, with a shared origin, the Arabian horse
is an ancestor of many present breeds. The Marismeno
horse has a very short branch; this is likely due to its
recent definition process (which is actually ongoing)
and has stopped the introduction of stallions from
other breeds. We can see the influence of the Spanish
Pure Breed, Arabic and Barb horses on its gene pool.
This is the reason why the Marismeno horse is found
in the centre of the D, distance tree.

Clustering and assignment tests were performed on
the entire data set with an increasing number of
inferred clusters. The cluster results showing a plot of
the sample individuals is depicted in Figure 3.
Independent runs from K=2 to K=9 produced con-
sistent results. K=2 indicated the presence of the fol-
lowing two very distinct clusters: one corresponded to
the Thoroughbred and the Arabian horses, whereas
the other included the remaining analysed equine
breeds. From clusters K=4 to K=9, the grouping tests
reflected the presence of a population structure associ-
ated with a progressive genetic differentiation of the

Sorraia

Retuertas
Barb

Spanish Purebred Marismerio

Hispano-Arabian

Thorougbred

01 Arabian

Figure 2. Neighbour-joining tree built from Nei's Da distance
among the eight horse breeds.
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autochthonous Iberian and North African breeds.
Assignment tests isolated the Retuertas and Sorraia
horses from the other breeds as early as K=5 and
maintained their integrity thereafter. The Marismeno
horse was clearly differentiated from its geographic
neighbour, the Retuertas horse, starting from K=4,
although both share the same origin.

The AK modal’s distribution determination indicates
that the soundest number of genetic groups fitting
our data comprised K=7 as was evidenced in the low-
est standard deviation and the location on top of the
plateau once the real K value was reached. This find-
ing completely coincides with the number of breeds
typed considering that the Hispano-Arabian is a mix-
ture of the Spanish Purebred with the Arabian in its
origin. Remarkably, some samples of this breed were
grouped in the same genetic cluster as the Barb horse.

Discussion

The observed genetic diversity of the Marismeno horse
indicates that the heterozygosity levels have remained
similar to those observed for other Spanish horses or
worldwide breeds (Vega-Pla et al. 2006), including
Chinese (Ling et al. 2010) or American breeds (Conant
et al. 2012), and it is also similar to the levels observed
for donkeys (Jordana et al. 2016), Mediterranean
horses (Marletta et al. 2006), Hispano-Breton (Pérez-
Gutiérrez et al. 2008) and Italian horses (Zuccaro et al.
2008).

The allelic richness value exceeded the values
obtained for 24 European native horse breeds
(Warmuth et al. 2011) and for American donkeys
(Jordana et al. 2016), in spite of being very similar to
that found for 27 Chinese equine breeds (Ling et al.
2010), six Mediterranean horse breeds (Marletta et al.
2006) and some lItalian horses (Zuccaro et al. 2008;
Criscione et al. 2015). The observed differentiation lev-
els among the horse breeds of this study can be con-
sidered low when compared with other domestic
species (Martinez et al. 2000; Martinez et al. 2006;
Delgado et al. 2012), but were similar to those
obtained in relation to other horse studies (Canon
et al. 2000; Aberle et al. 2004; Glowatzki-Mullis et al.
2006; Felicetti et al. 2010; Warmuth et al. 2011).
However, these levels were higher than those found
by Aranguren-Méndez et al. (2001) and Jordana et al.
(2016) with respect to donkeys.

The relationship analysis provided the expected
results. Spanish Pure Breed stallions have been used
to breed horses from the Guadalquivir marshes until a
few vyears ago, before the establishment of the
Studbook of the Marismeno breed in 2012. As a
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Figure 3. Graphs of the individual Q-matrices obtained with the software STRUCTURE for K=2 up to K=9. Individuals ordered
by breeds. Breed codes: 1.- Thoroughbred; 2.- Arabian; 3.- Hispano-Arabian; 4.- Spanish Purebred; 5.- Barb; 6.- Retuertas; 7.-

Sorraia; 8.- Marismeno

consequence, a close genetic relationship between
these breeds would be expected. The resulting neigh-
bour-joining tree and the Structure clustering both
supported this crossbreeding practise.

It was also noteworthy to observe some relatedness
between the Marismeno and the Barb horses, which
was probably due to the introduction in Andalusia of
Barb horses during the Arabian invasion (which lasted
for almost a millennium) (Munoz-Bort 2004). It has not
been well established where the Barb horse developed;
some authors believe the breed could have originated
in Northern Africa (Aparicio 1944). It seems that in pre-
historic times and before the Greek and the Phoenician
colonies, horses existing south of the Iberian Peninsula
and the North African horses were very related, and a
significant horse exchange existed between North
Africa and the Iberian Peninsula, at least since Roman
times and up to the Muslim period (Aparicio 1944).
Subsequently, Iberian horses were crossbred with other
European breeds to improve them and became what is
currently the modern Spanish Purebred horse (Nissen
1963). Nevertheless, the Marismeno breed could have
kept some genetic traces of the ancient crosses with
the North African horses.

Interestingly, the expected outcome of the
Marismeno phenogram was that the Marismeno horse
would be closely related to the Retuertas breed
because they are known to share a common ancestral
origin. However, the Retuertas horse suffered from a

strong bottleneck 30 years ago, which could in prin-
ciple explain the high genetic distance found with the
Marismeno horse. Moreover, the separation of the
breeds seems to be the result of local horse breeders
having systematically avoided for years crossing their
mares with the local stallions, showing a morphology
that fits with the ancient horse model resembling that
of the Retuertas horses. A further line of evidence for
the above arguments is the individual clustering
obtained using a Bayesian approach, which indicates
that the results of horse breeds that are not outbreed
(i.e. fits well in its own cluster) was similar to a report
for the Arabians and Thoroughbreds (Glowatzki-Mullis
et al. 2006).

Currently, a crossbreeding between the Marismeno
and the Retuertas horses would not be easy given
that the Retuertas horse is confined to the Donana
Biological Reserve, an isolated area of 10,000ha
located within the Donana National Park. Nevertheless,
the possibility of incorporating horses from the
Retuertas population in a future Marismeno conserva-
tion programme after an extensive morphological and
genetic characterisation could be considered. Oddly,
the Retuertas horse is in contrast with the Sorraia,
probably due to a common geographic origin before
the current reproductive isolation, although the Sorraia
is markedly separated from the remaining breeds due
to its reduced variability, which has already been
observed in previous studies (e.g. Morais et al. 2005).



In conclusion, the Marismeno horse derives from
the ancient horses, inhabiting the Guadalquivir
marshes such as the Retuertas horses. In spite of the
fact that some other breeds may have been intro-
duced in more recent years, the results of this study
indicate the uniqueness of this population adapted to
this extreme environment. The management of the
Marismeno horse studbook was officially established in
2012 avoiding new horse breeds influences, also the
individual assignment of the foals to the population
based on the genetic formula is considered in the con-
servation programme. Whether this is sufficient to
ensure its future survival remains to be seen, but it
clearly indicates that because these horses live with a
minima human intervention, protecting the natural
habitat of this population plays a major impact in its
survival.
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