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RESUMEN

La Cabra Blanca de Rasquera es la inica poblacion caprina autoctona de Catalunya. Es una raza de aptitud
carnica de tipo ambiental y su censo se estima en menos de 5000 animales. En el presente trabajo se presentan
los resultados del andlisis de la variabilidad genética mitocondrial, obtenidos a partir de la secuenciacion de un
fragmento de 561pb de la region D-loop de 75 animales de las tres zonas de pastoreo. Se obtuvieron 46
haplotipos pertenecientes a dos haplogrupos mitocondriales: haplogrupo A (44 haplotipos, 72 individuos) y
haplogrupo C (2 haplotipos, 3 individuos). La diversidad haplotipica total fue elevada (Hd=0,983) y la
diversidad nucleotidica de ©n=0,0189. La diversidad haplotipica fue similar en las tres zonas de pastoreo
(Hd=0,967-0,984) y se encontraron haplotipos comunes en animales de diferentes zonas y explotaciones. La
topologia del network construido mediante median joining resultdé compleja, formando pequefios clusters
independientes, y de escasa relacion con el origen geografico de los animales. El analisis molecular de la
varianza (AMOVA) no detecté subestructuracion poblacional. Toda la variabilidad se detectdé dentro de las
zonas de pastoreo. Pese a la drastica reduccion en el censo de la raza, a lo largo de la segunda mitad del s.XX,
los valores de diversidad haplotipica observados continuaron siendo elevados. Actualmente, las explotaciones
de Cabra Blanca de Rasquera mantienen un aislamiento reproductivo que no se ha detectado a nivel del analisis
mitocondrial. Algunos individuos de diferentes zonas de pastoreo compartieron el mismo haplotipo,
probablemente como reflejo de anteriores intercambios de animales.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: D-loop, conservacion, peligro de extincion

SUMMARY

The Blanca de Rasquera goat breed is the unique autochthonous goat population located in Catalonia. It’s a
rustic breed of meat aptitude with a census estimated in less than 5000 animals. In this study are presented the
results of the analysis of the mitochondrial genetic variability obtained by comparing 561-bp sequences of the
D-loop from 75 animals from the three shepherding areas. A total of 46 haplotypes were obtained that belonged
to two mitochondrial haplogroups: haplogroup A (44 haplotypes, 72 individuals) y haplogroup C (2 haplotypes,
3 individuals). Total haplotype diversity was high (Hd=0.983) and nucleotide diversity was m=0.0189.
Haplotype diversity was similar in all shepherding areas (Hd=0.967 — 0.984) and some haplotypes were found
in more than one area and farm. The median-joining network topology was complex, and showed some small
independent clusters with little relation to the geographical origin of animals. The molecular analysis of the
variance (AMOVA) did not detect any population structure. All the variability was detected within shepherding
areas. Despite the severe reduction of the census size of the breed that took place during the second half of the
XXth century, haplotype diversity values observed were still high. Nowadays, White of Rasquera farms
maintain a reproductive isolation that was not detected with mitochondrial analysis. Some individuals from
different areas shared the same haplotype, probably as a consequence of exchanges of animals between farms in
the past.
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INTRODUCCION

La Cabra Blanca de Rasquera es la tinica poblacion caprina autoctona de Catalunya (noreste de Espafia). Es una
raza de aptitud carnica de tipo ambiental. Actualmente, se encuentra en grave peligros de extincion y su censo se
estima en menos de 5000 animales. La poblacion actual se distribuye en 12 explotaciones agrupadas en tres
zonas de pastoreo. Esta raza pertenece al grupo de los descendientes del tronco Capra prisca. A nivel
morfologico se ha evidenciado una cierta variabilidad biométrica, con la presencia de 3 subpoblaciones
diferenciables, en funcioén de los principales territorios de pastoreo (zonas A, B y C) (Carné et al., 2007). No
obstante, estas diferencias apenas se reflejaron a nivel molecular con marcadores de ADN de tipo microsatélite
(Jordana et al., 2007). En este trabajo se presentan los resultados de la caracterizacion genética de la raza
mediante el analisis de un fragmento de la region control (D-loop) del mtDNA.

MATERIAL Y METODOS
Se extrajo el ADN de muestras sanguineas de 76 individuos de la raza caprina Blanca de Rasquera, procedentes
de 12 explotaciones divididas en tres zonas de pastoreo: zona A (municipios de Rasquera y Tivenys, N=23),
zona B (municipios de Tivissa y Vandelloés, N=37) y zona C (municipio de Horta de Sant Joan, N=16). La
region D-loop entera del ADN mitocondrial fue amplificada utilizando los marcadores mitocondriales Chi-pro
(5> = AGC CAT AGC CTC ACT ATC AGC - 3’) y tRNA-phe (5 — TCA TCT AGG CAT TTT CAG TG - 3°,
Hiendleder et al., 2002). Se prepararon las PCRs en un volumen final de 20ul que incluyeron: 1x buffer, 1.5mM
de MgCl,, 0.4mM dNTP, 0.5uM de cada primer, 1.2U de Taq polimerasa (Ecogen, Barcelona) y alrededor de
50ng de DNA. El programa del termociclador se inicié con una desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos a 95°C 30 segundos, 60°C 60 segundos y 72°C 90 segundos, y finalizd con una extension
final de 10 minutos a 72°C. La secuenciacion se realiz6 en una sola direccion mediante el marcador Chi-pro, en
un secuenciador automatico ABI3730 (Applied Biosystems, CA, USA).

Las secuencias fueron editadas y alineadas con el programa BIOEDIT v.7.0.5 (Hall, 1999). Los valores
de polimorfismo y los parametros de diversidad genética fueron estimados con el programa DNASP v 4.50.3
(Rozas et al., 2003). La estructura poblacional se testo mediante el Analisis de la Varianza Molecular
(AMOVA) con el programa ARLEQUIN v3.1 (Excoffier et al., 2005). El network de las secuencias fue
obtenido mediante median-joining con el programa Network v4.5.0.0 (http://www.fluxus-engineering.com).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las secuencias obtenidas de 76 animales de las tres zonas de pastoreo fueron alineadas para un fragmento
comun de 561 pares de bases del D-loop. Una secuencia presentd una insercion de 77 pares de bases y fue
descartada de los posteriores analisis. Se detectaron un total de 46 haplotipos diferentes entre las 75 secuencias
analizadas (Tabla I). La comparacion con secuencias de los 6 haplogrupos descritos en la actualidad (Naderi et
al., 2007) mostré que los haplotipos detectados pertenecian a los haplogrupos mitocondriales A (72 secuencias,
44 haplotipos) y C (3 secuencias, 2 haplotipos) (ver Tabla I y Figura 1).

Se observd una diferencia media de 39,07 mutaciones entre secuencias de ambos haplogrupos. Dentro
del haplogrupo A, el nimero medio de diferencias nucleotidicas entre secuencias fue de k=8,083 (zona A,
k=7,026; zona B, k=8,608: zona C, k=10,133). La diversidad haplotipica total fue elevada (Hd=0,983) y
presentd valores similares en las tres zonas de pastoreo (Hd=0,967—0,984). La diversidad nucleotidica total fue
de 71=0,01890. Dentro del haplogrupo A, este valor fue de 1=0,01456 (Tabla II).

Se encontraron haplotipos comunes en animales de diferentes zonas y explotaciones. La topologia del
network construido mediante median-joining resulté compleja, formando pequefios clusters independientes y de
escasa relacion con el origen geografico de los animales (Figura 1). El analisis molecular de la varianza
(AMOVA) no detectd subestructuracion poblacional. Toda la varianza se detectd dentro de las zonas de
pastoreo.

Pese a la drastica reduccion en el censo de la raza durante la segunda mitad del siglo pasado, (pasando
p-e. de los 30000 censados el afio 1995 a los menos de 5000 en la actualidad), los valores de diversidad
haplotipica fueron elevados. Actualmente, las explotaciones de Cabra Blanca de Rasquera mantienen un
aislamiento reproductivo que no se detecta a nivel del analisis mitocondrial. Algunos individuos de diferentes
zonas de pastoreo compartieron el mismo haplotipo, probablemente como reflejo de anteriores intercambios de
animales.
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TABLA |. Numero de haplotipos y haplogrupos detectados en cada zona de pastoreo (Number of haplotypes
and haplogroups detected in each shepherding area).

S ,
Zonade Pastoreo N 'V dehaplotipos  Haplogrupo A Haplogrupo C

diferentes
Zona A 23 19 18 1
Zona B 36 22 21 1
ZonaC 16 14 16 1
Zonas A+B+C 75 46 44 2

N, nimero de individuos analizados.



TABLA II. Diversidad haplotipica y nucleotidica, nimero de posiciones nucleotidicas polimorficas totales e
informativas en cada una de las zonas de pastoreo, para todas las secuencias y unicamente dentro del haplogrupo
A (Haplotype and nucleotide diversity, total number of nucleotide polymorphic and informative sites in each
shepherding area, detailed for all sequences and for haplogroup A).

Todas las Diversidad .Slt,los. .Slt,los. Diversidad
. . Polimorficos Polimoérficos s
secuencias Haplotipica (Hd) . . Nucleotidica
totales informativos
Zona A 0,984 + 0,017 58 22 0,0176 = 0,0046
Zona B 0,967 £0,014 72 35 0,0185+0,0031
Zona C 0,983 + 0,028 60 30 0,0249 + 0,0060
Zonas A+B+C 0,983 + 0,005 80 67 0,0189 +0,0024
Diversidad Sitios Sitios Diversidad
Haplogrupo A A Polimaérficos Polimérficos .
Haplotipica (Hd) . . Nucleotidica
totales informativos
Zona A 0,983 £0,018 33 19 0,0127 £0,0011
Zona B 0,965 £0,015 50 32 0,0153 £0,0011
ZonaC 0,981 0,031 36 25 0,0181 +£0,0017
Zonas A+B+C 0,982 + 0,005 63 45 0,0146 +0,0008




FIGURA 1. Topologia del median-joining network de las secuencias D-loop de la Cabra Blanca de Rasquera.
Se aprecia la existencia de dos haplogrupos bien definidos. El tamafio de los circulos es proporcional al nimero
de secuencias por haplotipo y el color representa la zona de pastoreo: A (blanco), B (gris) y C (negro) (Median-
joining network of D-loop sequences of the Blanca de Rasquera goat breed. Two clearly separated haplogroups
are detected. Each circle represents a different haplotype and its size is proportional to the number of
sequences per haplotype. Each colour corresponds to a different shepherding area: A (white), B (grey) and C
(black).
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