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RESUMEN

En esta investigacion se han caracterizado genéticamente seis razas ovinas de los
Pirineos orientales —todas ellas de aptitud carnica y catalogadas en peligro de extincion,
salvo la raza Tarasconesa— y analizado sus relaciones genéticas con un panel de 12
marcadores de tipo microsatélite. Las razas en estudio se encuentran distribuidas en los
Pirineos orientales espafoles (Aranesa, Xisqueta y Ripollesa) y Pirineos orientales
franceses (Tarasconesa, Roja del Rosellon y Castillonesa). La raza espanola de capa
roja Guirra se ha analizado a modo referencial y comparativo —por su color rojo de piel
y procedencia norafricana, de forma similar a la Roja del Rosellon— para conocer asi sus
relaciones y variabilidad genética en relacidon a las razas pirenaicas. La raza francesa
Lacaune, de aptitud basicamente lechera, altamente seleccionada y de amplia
distribucion geografica y censal, se ha utilizado como poblacion outgroup, es decir,
como grupo externo de comparacion.

Se observo un total de 153 alelos. La heterocigosis esperada oscild entre un rango de
variacion de 0,58 (Lacaune) a 0,76 (Xisqueta). El nimero efectivo de alelos present6 un
rango de variacion de 2,58 (Lacaune) a 5,16 (Xisqueta).

La diferenciaciéon genética entre las razas estudiadas fue baja, aunque significativa
(Fs= 4,5%). Los analisis filogenéticos y el modelo poblacional bayesiano demuestran
que las razas Aranesa y Tarasconesa comparten un origen ancestral comun. Los altos
niveles de intercambios reproductivos en las diferentes poblaciones acaecidos en el
pasado, han contribuido a la actual diversificacion de razas en la region de los Pirineos
orientales. La raza Guirra presenta un origen filogenético diferente, en comparacion a
las razas pirenaicas. La mayor cantidad de variabilidad genética, explicada a nivel

intra-racial (95,85%; p<0,0001), tiene coherencia con el manejo de las explotaciones, en
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el cual las ferias ganaderas y la trashumancia han promovido un gran flujo genético en
la region.

Palabras claves: diversidad genética, microsatélites, razas ovinas, Pirineos orientales.
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1. INTRODUCCION

El estudio de la diversidad genética en animales de granja se basa en el analisis de la
variabilidad intra e inter-racial, y el mantenimiento de la misma es un objetivo para las
estrategias utilizadas en las practicas de manejo y en la crianza de estos animales
(Lenstra et al., 2012). Hoffmann (2010) justifica la importancia de realizar su
investigacion segun las necesidades del ser humano; segin su sistematica éstas pueden
clasificarse en: necesidades impredecibles (ej., seleccion de razas resistentes al cambio
climatico, nuevos conocimientos sobre las necesidades nutricionales humanas, y
condiciones cambiantes en el mercado) y predecibles (ej., demanda futura por nuevos
requerimientos y tipos de alimentos).

Las razas locales o autoctonas representan importantes reservorios de diversidad
genética, en comparacion con las del tipo comercial (Giovambattista et al., 2001). El
resultado de esta mayor variabilidad genética, comportaria una serie de caracteristicas
adaptativas tinicas, como una mejor supervivencia en diferentes sistemas de produccion,
a climas extremos y orografias locales; mayor resistencia a enfermedades e infecciones;
mejor capacidad de pastoreo en zonas pobres; migracion, y comportamiento gregario.
Esta variabilidad se ha ido perdiendo por la preferencia en la utilizacion de razas
altamente especializadas, y la mala planificacion de los cruzamientos de razas
autdctonas con otras mas productivas, lo que ha producido la erosion genética de estos
recursos genéticos (Ajmone-Marzan y GLOBALDIV Consortium, 2010; Taberlet et al.,
2011). En el caso de las razas autoctonas ovinas de los Pirineos orientales espaioles, el
declive poblacional se ha venido dando por la intensificacion de los sistemas de

explotacién, derrumbamiento del sistema trashumante, despoblamiento rural, el



envejecimiento demografico y la ausencia de relevo generacional (Avellanet, 2002;
Jordana et al., 2010).

El manejo efectivo de los recursos genéticos requiere un conocimiento de las
caracteristicas de las razas, que incluye informacion sobre el tamafio y la estructura
poblacional, distribucién geografica, el sistema de produccion y la diversidad genética
intra e inter-racial.

Segun la FAO (1992), los planes de manejo y conservacion de los recursos genéticos
animales debe seguir un protocolo establecido. La primera fase incluye la
caracterizacion de las razas, siendo la caracterizacion genética una etapa y herramienta
fundamental para establecer los futuros planes de mejora genética. La informacion
relacionada con la diversidad genética y la diferenciacién es esencial como un primer
paso hacia el establecimiento de programas de conservacion y programas sostenibles de

manejo, para evitar asi la extincion y erosion de los recursos genéticos animales.

1.2. Caracterizacion genética de las razas

Los estudios con marcadores moleculares permiten estimar la diversidad genética intra
e inter-racial y reconstruir la historia de las razas y de sus poblaciones ancestrales
(Groeneveld et al., 2010). Una de las primeras etapas en los programas de conservacion
consiste en la evaluacion de la variabilidad genética, la distribucion de esta variabilidad
entre las poblaciones, y la deteccion de alelos raros como indicador de poblaciones con
variantes Unicas; siendo esenciales para un manejo efectivo de los recursos genéticos
animales (Gonzalez - Candelas y Montolio, 2000).

Los marcadores microsatélites han sido utilizados ampliamente en estudios sobre la
caracterizacion genética de las razas de animales de granja, debido a sus interesantes
propiedades, como son: presentar un elevado grado de polimorfismo, su gran

abundancia y amplia distribucion a lo largo del genoma, una evolucion neutral, la



codominancia y la facilidad para la automatizacion de procesos analiticos, lo cual
permite comparar la diversidad genética entre razas (Toro et al., 2009; Lenstra et al.,

2012).

1.3. Origen, descripcién e importancia de las razas ovinas en estudio

A continuacidn, se presenta una descripcion sobre el origen de cada una de las razas
utilizadas en este estudio: su distribucidn, caracteristicas mas importantes, censo
poblacional y estado de conservacion. Las razas Aranesa, Ripollesa y Xisqueta se
distribuyen en los Pirineos orientales espafioles y las razas Tarasconesa, Castillonesa y
Roja del Rosellon en los Pirineos orientales franceses. A modo referencial y
comparativo, se incluy6 la raza Guirra o Roja Levantina (Comunidad Valenciana:
Espafia) —por su color rojo de piel y procedencia norafricana, de forma similar a la Roja
del Rosellon—, para el estudio de las relaciones filogenéticas y variabilidad genética en
relacion a las razas ovinas pirenaicas. La raza Lacaune fue utilizada como un grupo
externo de comparacion (poblacion outgroup); por su aptitud basicamente lechera, estar
altamente seleccionada y ser de amplia distribucion geografica y censal. Esta raza es la

mas utilizada para la produccion de leche en el sur de Francia (Babo, 2000).

1.3.1. Raza Xisqueta

Esta raza pertenece al Tronco Ibérico, originandose a partir del Ovis aries ibericus.
Desciende del primitivo ovino originario de Asia Central. Su distribucion geografica
ocupa las zonas comprendidas entre los rios Noguera Pallaresa como limite oriental y
Essera como limite occidental en la Provincia de Huesca. Actualmente, Pallars Jussa,
Pallars Sobira y Alta Ribagorca son las comarcas donde se localizan la mayoria de
ovinos de la raza. La capa es de color blanco con pigmentacion centrifuga: manchas
negras en las puntas de las orejas, alrededor de los ojos, labios y partes distales de las

extremidades. La lana es de tipo entrefino, semicerrada, de baja densidad y de color
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blanco uniforme, dejando libres extremidades posteriores, anteriores, cabeza y vientre.
Su aptitud es principalmente carnica (Avellanet, 2002; Jordana et al., 2010). Esta
catalogada en peligro de extincion en el catdlogo nacional de razas de ganado de Espaiia
(Real Decreto 2129/2008, por el que se establece el programa nacional de conservacion,
mejora y fomento de las razas ganaderas). En la actualidad, hay 66 ganaderias
registradas en la Asociacion de Criadores de la raza Xisqueta (ACOXI). El numero de
individuos registrados en el Registro Fundacional de la raza es de un total 16.981
reproductores: 16.649 hembras y 332 machos (Jordana et al., 2010). El manejo de las
explotaciones lo realizan ganaderos con una edad promedio de 51 afios, y es menor al
20% el relevo generacional garantizado dentro de las familias dedicadas al manejo de la

raza. (http://www.fecot.cat 20/06/2011).

1.3.2. Raza Aranesa

Estd emparentada con la raza francesa Tarasconesa, propia de los Pirineos orientales
franceses (Sierra, 2002, citado en Parés, 2008). Pertenece indirectamente al tronco
Merino que participd en su creacion (Esteban, 2003). Otras razas que han influenciado
en su origen son las razas inglesas Leicester, Southdown, y los merinos franceses Precoz
y Rambouillet (Parés, 2008). Se encuentra ubicada en el Valle de Aran, principalmente
en Les, Bossost y Salardl. Su aptitud es carnica. Presenta proporciones longilineas y un
dimorfismo sexual bien definido. La lana es de color blanco y del tipo entrefino. Tiene
un perfil frontal subconvexo y presencia de cuernos en ambos sexos (Parés, 2008). El
censo poblacional es muy reducido, de unos 1.700 individuos, distribuidos en 64
explotaciones, y estd catalogada en peligro de extincion (RD2129/2008). En el afo
2004, se cred la Asociacion de Criadores (ACORA) y se inicid6 un programa de

conservacion de la raza (http://www.fecoc.cat/ 20/06/2012).
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1.3.3. Raza Ripollesa

Esta raza se originé a partir de cruces entre antiguos ovinos autdctonos que poblaban los
Pirineos Centrales con individuos de tipologia merina que llegaron a los Pirineos, como
resultado de la trashumancia (MAPA,1980). Al igual que la raza Aranesa, pertenece de
forma indirecta al Tronco Merino. La mayoria de la produccion se localiza en el noreste
de Catalufia, en las comarcas de Cerdanya, Bergueda, Ripollés, Osona, Garrotxa, Alt
Emporda, Baix Emporda, Gironés, La Selva, Valles Oriental y Vallés Occidental. Su
aptitud es carnica. En el Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafia consta como
una raza en peligro de extincion en base al censo de animales (RD 2129/2008). En el
libro genealdgico hay registrados 6.240 hembras y 260 machos repartidos en 15
explotaciones, aunque su censo estimado bordea aproximadamente los 40.000 animales

(http://www.fecoc.cat/ 20/06/2012).

1.3.4. Roja del Rosellon

Parece tener sus origenes mas ancestrales en las poblaciones procedentes del Norte de
Africa (Pujol, 1974, citado en Parés et al., 2011). En Espafia, se la conoce con el
nombre de Berberina (Parés et al., 2011). Es de lana del tipo semifino y se localiza en
las tierras pre-pirenaicas del sureste de Francia. Se encuentra distribuida entre Narbonne
y Perpignan. La principal caracteristica es el color rojo de su piel, que es visible en las
partes de su cuerpo que no estdn cubiertas de lana. Las hembras y los machos carecen
de cuernos. La cabeza y las extremidades son de color rojo-café. La lana es de color
blanco y la orejas de tamafio medio largo casi horizontales (Babo, 2000). En el afio
2001, se llegaron a registrar mas de 2.570 individuos (http://dad.fao.org/ 20/06/2012).

(Babo, 2000).
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1.3.5. Raza Tarasconesa

Esta raza parece originarse en animales provenientes de Siria durante la invasion arabe
(Gayraud, 1938, citado en Parés, 2008). Se distribuye en los Pirineos Centrales
franceses en el departamento de Languedoc-Rousillon. La cabeza es de color blanco y,
tanto machos como hembras, poseen cuernos; los del macho tienen forma de espiral. El
vellon tiene un espesor de 10 cm aproximadamente, lo que le permite adaptarse a climas
extremos. Las extremidades son muy fuertes y adaptadas a desplazamientos a lo largo
de grandes distancias en la época de trashumancia (Babo, 2000). En el afio 2001, se

llegaron a registrar mas de 120.000 individuos (http://dad.fao.org/ 20/06/2012).

1.3.6. Raza Castillonesa

Esta raza francesa se localiza en el Valle de Lez al suroeste de Saint Gérons (Ariége). El
origen de la raza se remonta al afio 1850 (http://dad.fao.org 20/06/2012). La principal
area de produccion de esta raza se ubica en Couserans y Bordes. La capa es de color
blanco; la cabeza, las extremidades y el vientre son de color rojizo y café. Ha recibido
influencias de la raza inglesa Southdown. Su censo aproximado es de unos 1000
individuos, repartidos en unas pocas ganaderias de montafia de manejo extensivo

tradicional (Babo, 2000).

1.3.7. Raza Guirra

Se ha planteado la hipdtesis de que esta raza se origind a partir de una variante
pigmentada de la raza Segurefia o de una raza afin a la raza Manchega, ambas del
Tronco Entrefino. La segunda hipétesis plantea su independencia étnica al haberse
originado a partir de la raza Beni Ahsen proveniente de la costa atlantica de Marruecos
(Sanchez Belda, 1976a y 1976b). Se la conoce también como Roja Levantina y se

distribuye principalmente en la Comunidad Valenciana. Se caracteriza por una capa de
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color rojo y una lana muy aceitosa. El vellon es de color rojo-café y amarillo-blanco.
Los cuernos estan ausentes en ambos sexos (Sanchez Belda, 1976a y 1976b). Su aptitud
es carnica y lechera. En el afio 2009, se registraron 5267 individuos (http://dad.fao.org

20/06/2012) y esta catalogada en peligro de extincion (RD 2129/2008).

1.3.8. Raza Lacaune

La raza Lacaune fue reconocida oficialmente en el afio de 1905 y se establecio su libro
genealogico en 1947 (Babo, 2000). Su nombre proviene de los montes Lacaune en el
departamento del Tarn en Francia, y es el resultado de la mezcla de diferentes tipos de
ovejas locales (Larzac, Camares, Causses y de Rodez). Su cabeza es larga, fina, y esta
cubierta de pelos blancos muy finos con tonos plateados. Los cuernos estan ausentes en
ambos sexos y sus orejas son largas y horizontales. Su vellon es poco abundante y de
color blanco. Es la raza comercial mas utilizada para la produccion de leche en el sur de
Francia (Babo, 2000). En el afio 2004, su poblacion superaba el 1.214.700 individuos

(http://dad.fao.org 20/06/2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
En este estudio se plantea realizar la caracterizacion genética de las razas ovinas de los
Pirineos orientales y analizar sus relaciones genéticas mediante el uso de una bateria de

12 marcadores de tipo microsatélite.

2.2. Objetivos especificos
e Determinar los niveles de variabilidad genética de estas razas

e Determinar el grado de diferenciacion genética entre ellas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material bioldgico

Se tomaron muestras de sangre de un total de 410 animales en pureza, que cumplian con
el estandar de cada raza. La distribucion de los individuos muestreados fue la siguiente:
Aranesa (n=94), Tarasconesa (n=44), Xisqueta (N=97), Ripollesa (n=53), Roja del

Rosellon (n=52), Castillonesa(n=24),Guirra (n=33) y Lacaune (n=13).

3.2. Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se siguio el protocolo establecido por Ausubel et al. (1989).
La extraccion fue realizada por lisis celular con detergente (TE) y proteinasa K,
liberando asi el ADN. Luego se desproteinizO con solvente organico
(cloroformo:alcohol isoamilico) y se precipitd el ADN con etanol. El protocolo
utilizado se detalla a continuacion:

A partir de 400 pl de sangre se realizaron 3 o 4 lavados con 500 pl de tampon salino TE
(Tris HCL 10 mM y 1 mM EDTA, pH = 8). El precipitado de leucocitos restante fue
resuspendido en 100 pl de tampon de digestion K (KCL 50 mM, Tris - HCL 10 mM,
Tween 20 0,5 %), el cual contenia 99 pl de detergente y 1ul de la enzima proteinasa K
(10 mg/ml). El detergente permitié lisar la membrana de los globulos blancos y la
proteinasa K evitd que las nucleasas citoplasmaticas degradasen el ADN. A
continuacion, las muestras fueron incubadas a 56°C durante cuatro horas.
Posteriormente, se afiadio6 una mezcla de 100 pul de TE y 200 pl de cloroformo-
1soamilico (24:1) para separar el ADN de las proteinas y de otros solventes orgénicos.
La mezcla fue agitada y centrifugada durante 10 minutos a 13.000 rpm. De esta
manera, el ADN qued6 resuspendido en la fase acuosa y las proteinas y demas

componentes en la fase organica. Se transfirieron 200 pl de la fase acuosa a otro tubo
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eppendorf y se afiadieron 20 pl (1/10 volumenes) de cloruro sédico 2 M y 500 ul (2.5
volumenes de etanol 70 %; siendo la finalidad de este ultimo eliminar las sales del
precipitado. Por ultimo, se dejo las muestras en el congelador durante toda la noche. Al
dia siguiente, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos y se elimin6 el etanol. A
continuacion, se afiadieron 500 pl de etanol al 70 %, se centrifugd durante 5 minutos y
se elimino el sobrenadante. Después, se pusieron a secar las muestras durante 30
minutos a 56°C. Finalmente, se resuspendiéo el ADN en 50 ul de TE. Las muestras

fueron conservadas a -20 °C hasta su posterior analisis.

3.3. Marcadores microsatélites y genotipado

Se utilizé un panel de 12 marcadores microsatélites: HSC, INRA49, MAF65, MAF214,
MCM42, MCM527, MCM218, OARCP49, OARCP20, OARCP34, OARFCBI11 y
TGLAS3 (Tabla 1). Para evitar el posible solapamiento de los productos resultantes de
la. PCR, los 12 microsatélites analizados fueron agrupados en tres multiplex
denominadas A1 (programa “xisq(a)”: MCM42, INRA49, MCM527, MAF65, TGLS53 y
HSC); B2 (programa “touchd”: MCM218 y MAF214); Bl (programa “xisq(a)”:
OarCP49, OarFCBI11 y OarCP49) y una singleplex llamada A2 (programa “touchd”:
OarCP20).

El primer forward de cada marcador estuvo marcado en 5° con un fluorocromo 6-FAM,
NED o HEX. La amplificacion de los loci fue realizada en un volumen final de 15 pl
que contenia aproximadamente 50-100 ng de ADN gendmico, 0,075-0,125 uM de cada
primer, 2 mM de MgCl,, 0,27-0,50 mM de dNTPs, 0,3-1,5 U de polimerasa AmpliTaq
Gold (Life Technologies) y 1 X de Gold Buffer. Las PCRs fueron llevadas a cabo con
un termociclador 9700 (GeneAmp PCR system, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

utilizando dos programas diferentes con la aplicacion de los siguientes parametros:
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“xisg(a)”:10 minutos a 95°C, seguido de 32 ciclos de 40s a 95°C; 40s a 54°C; 40s a

72°C y una extension final a 72¢ C durante media hora.

“touchd”:10 minutos a 95°C, seguido de 9 ciclos de 30s a 95°C; 30s a 63°C
(disminuyendo un grado cada ciclo) y 30s a 72°C, mas 27 ciclos 30s a 95°C, 30s a

52°C, 30s a 72°C y finalmente la extensién a 72°C durante media hora.

Se utilizaron muestras control ovinas, previamente genotipadas, para garantizar la
correcta asignacion del tamaiio de los alelos. Los productos generados por PCR fueron
analizados mediante electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI PRISM
3730 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para realizar una medida adecuada de los
fragmentos separados por electroforesis se utilizod el marcador interno estandar ROX70-
500 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Finalmente, se empled el programa
GeneMapper v3.7 (Life Technologies) para el correspondiente analisis y asignacion de

los alelos amplificados.
3.4. Analisis estadisticos

3.4.1. Variabilidad genética

Se utilizo el programa POPGENE v.1.32 (Yeh et al., 1997) para el calculo del numero
observado y esperado de alelos (Kimura y Crow, 1964), heterocigosis observada (Hy),
heterocigosis esperada (H, ) por locus y por razas (Nei, 1974).

Para el calculo de la riqueza alélica (R;), se sigui6 la metodologia de El Mousadik y
Petit (1996), y para estimar la desviacion global, para el conjunto de razas, del
equilibrio de Hardy-Weinberg se uso el parametro f de Weir y Cockerham (1984),
analogo a la F;5 de Wright. Se implementd un analisis de remuestreo mediante 1920
permutaciones para probar la hipotesis nula de que no existe déficit de heterocigotos en

las razas estudiadas. El nivel de significacion (p<0,05) fue ajustado utilizando la
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correccion de Bonferroni para multiples tests independientes. Para estos analisis, se
utiliz6 el programa FSTAT v. 2.9.3.2. (Goudet, 2001). El indice de contenido
polimorfico (PIC) fue calculado con el programa Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al.,

2007).

3.4.2. Estructura poblacional

Se calcularon los estadisticos F de Wright utilizando la metodologia de Weir y
Cockerham (1984) con el programa FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet, 2001). Se aplico el
procedimiento de remuestreo jackknife para el calculo de los respectivos intervalos de
confianza, en las poblaciones y loci estudiados. Para analizar la diferenciacion genética
inter e intra-razas, se obtuvo el estadistico Ggr (Nei, 1987), que permite medir la
diferenciacion genética promedio observada en todos los loci analizados. Se aplicé un
Andlisis de Variancia Molecular (AMOVA) jerarquico para estimar la particion de la
variabilidad genética entre razas y dentro de ellas. Se obtuvieron 1023 permutaciones
para el analisis de significacion estadistica. Para este célculo se utiliz6 el programa

Arlequin ver 1.1 (Schneider et al., 1997).

Se utilizd el estimador Fgr ( ¢ ) de Weir y Cockerham (1984) para calcular la

diferenciacion genética entre pares de razas. Para aceptar o rechazar la hipotesis nula, de
que no existe diferenciacion genética en las razas estudiadas, se estimaron los valores de
probabilidad P mediante 560 permutaciones, utilizando el programa FSTAT v.2.9.3.2.
(Goudet, 2001). El nivel de significacion utilizado (p<0,05) se ajustod utilizando la

correccion de Bonferroni para multiples tests independientes.

3.4.3. Estimacion de la estructura poblacional basado en modelos bayesianos

Los patrones de estructura poblacional fueron investigados con el algoritmo bayesiano

implementado en el programa Structure v.2.3.2. (Pritchard et al., 2000). Este programa
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permite inferir estructuras poblacionales y asignar la parte del genoma de cada animal
que pertenece a cada grupo poblacional (o cluster). Este programa asigna un valor de
probabilidad de pertenencia a uno o varios clusters para un numero predeterminado de
K poblaciones, en base a los genotipos dados. Se utilizé el método de Evanno et al.,
(2005) para estimar el nimero mas probable de K poblaciones segun el parametro Delta
K. Para ello, se utilizé el programa Structure Harvester (Earl y VonHoldt, 2012). Para
cada valor de K, se realizaron 20 andlisis independientes utilizando el modelo de
admixture con las frecuencias genéticas correlacionadas. Se establecid un burning
period (descarte) de 100.000 pasos, seguidos de 50.000 pasos adicionales con el
algoritmo Markov Chain Monte Carlo. Este procedimiento agrupa a los individuos
analizados en clusters, y estima la proporcion de pertenencia a cada uno de ellos
(Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003). Se utilizé un valor de membresia (Q) > 50%
en base a estudios de diversidad genética realizados con otras razas ovinas en Europa

(Peter et al., 2007).

3.4.4. Relaciones genéticas

Para la construccion del arbol enraizado se utilizaron los programas estadisticos
segboot, gendist, neighbor y consense incluidos dentro del paquete Phylip v.3.69
(Felsenstein, 2009). El programa seqboot permitié generar un analisis de remuestreo de
los datos originales con 1000 bootstraps para determinar la robustez de las ramas. Se
utilizaron las frecuencias génicas para la obtencion de las distancias genéticas en base al
método propuesto por Reynolds et al., (1983) con el programa gendist. LaVal et al.,
(2002) sugieren el uso de este parametro para el andlisis a nivel de razas, en las que el
tiempo de divergencia es bastante corto y la diversidad observada es debida,
principalmente, a la deriva genética. Neighbor permitié construir el arbol enraizado con

la metodologia de neighbor-joining y el arbol mas parsiménico se construyo en base al
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método de majority rule consensus con el programa consense. En el arbol enraizado

obtenido se indica el valor de bootstrap cuando éste presenta un porcentaje superior al

50%.

Adicionalmente, se calcul6 la matriz de distancias genéticas (D,) de Nei et al. (1983) y
se construyo el arbol enraizado con la metodologia de neighbor-joining. Se generd un
analisis de remuestreo con 1000 bootstraps sobre los loci para determinar la robustez de

las ramas.

La metodologia de Nei et al. (1983) permite estimar la correcta topologia para
poblaciones muy relacionadas genéticamente y que tienen un periodo de divergencia
corto (Takesaki y Nei, 1996). El programa utilizado para este analisis fue
POPULATIONS v.1.2.31 (Langella, 1999). En ambos analisis se utiliz6 a la raza
Lacaune como grupo externo de comparacion (poblacidon outgroup). Para la edicion y
visualizacion de los arboles de relaciones genéticas se utilizo el programa Tree View

v.1.6.6 (Page, 1996).

3.4.5. Andlisis factorial de correspondencias

Se realiz6 un analisis factorial de correspondencias utilizando el programa Genetix
(Belkhir et al., 2004). Se aplico el analisis a las tablas de contingencia para el desarrollo
de una matriz de correlaciones. Este programa condensa la informacién en pocas
variables y permite una representacion espacial de las poblaciones, y/o individuos, con

respecto al eje definido.
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4. RESULTADOS

4.1. Variabilidad genética y polimorfismo

Los 12 marcadores microsatélites amplificaron correctamente y resultaron ser altamente
polimorficos, con un indice de contenido polimorfico medio (PIC) de 0,73 para el
conjunto de las razas estudiadas. Se observaron un total de 153 alelos en los 12 loci
estudiados. En la Tabla 2 se presentan los parametros de variabilidad genética dentro de
cada raza. En términos de heterocigosis esperada (H.) o diversidad genética de Nei, la
raza que presentd mayor variabilidad genética fue la Xisqueta (0,76+0,10) y la menos
diversa fue la Lacaune (0,58+0,11). En términos de riqueza alélica (R), la raza Xisqueta
presento el valor mas elevado para el nimero de alelos (7,12+2,10) y la Lacaune el
niimero mas bajo (4,25+1,05).

En la Tabla 3 se presentan los resultados de los pardmetros de diversidad genética
obtenidos para todas las razas conjuntamente. El nimero de alelos por locus (Na) vario
en un rango de 9 alelos en el marcador INRA49 y 24 alelos en el marcador OARCP49,
con un valor promedio de 12,75+4,22. El valor promedio de heterocigosis esperada
presentd un rango de variacion entre 0,58 en el marcador MAF214 y 0,90 en el

marcador OARCP49, con un valor promedio de 0,76+0,09.

4.2. Diferenciacién genética y estructura poblacional

Las medias obtenidas de los valores de Fir, Fgr vy F;s fueron significativamente
diferentes de 0. Se pudo observar un déficit promedio de heterocigotos F;s del 2,7% en
los loci estudiados. Para los valores de Fgr, se observé una diferenciacion genética del
4,1%, entre las razas estudiadas, y el déficit promedio global de heterocigotos F; fue de

6,7%. El valor promedio de Ggr permitid detectar una diferenciacion genética del 5,6%

22



entre las razas estudiadas. El resultado de este estadistico indica que, un 94,4% de la
variabilidad genética es debida a las diferencias existentes entre individuos.

Segin el Analisis de Variancia Molecular (AMOVA) jerarquico, el global de la
variabilidad genética se explica, basica y consistentemente, a nivel intra-racial
(95,85%), en comparacion al bajo porcentaje explicado entre razas (4,5%) (p<0,00001)
(Tabla 4)

No obstante, la matriz de valores Fg; reveld que las razas ovinas estudiadas son
genéticamente diferentes, ya que existen diferencias significativas entre ellas (p<0,05).
Las razas que presentaron una menor diferenciacion genética entre ellas, son los pares:
Tarasconesa-Xisqueta (1,12%); Ripollesa-Xisqueta (1,19%), Tarasconesa-Aranesa
(1,30%) y Xisqueta-Aranesa (1,31%). Las pares de razas que presentaron una mayor
diferenciacion genética son: Guirra-Lacaune (14,64%), Roja del Rosellon-Lacaune
(11,42%). La raza Lacaune, como era de esperar, es la mas diferenciada en relacion al
resto de razas estudiadas (Tabla 5).

El estadistico f, analogo a la Fis de Wright, permitié observar un déficit altamente
significativo de heterocigotos (p<0,01) para las razas Aranesa y Xisqueta, y un déficit
significativo (p<0,05) para la raza Guirra (Tabla 6).

Utilizando el método de Evanno et al. (2005), el numero estimado de grupos o
poblaciones fue de K= 3 (Figura 1). Para cada raza, la Tabla 7 indica el porcentaje
promedio del genoma que se origind de cada uno de los tres grupos, y la Figura 2
muestra la representacion grafica de la membresia de los genotipos estudiados a cada
una de las poblaciones estimadas. La raza Guirra se encuentra en el grupo 1, con un
porcentaje del 90,3%. Las razas Aranesa y Tarasconesa comparten el grupo 2, con un
76,9% y 78,0% respectivamente. En el grupo 3 se agrupan las razas Xisqueta (65,8%),

Ripollesa (63,2%), Roja del Rosellon (87,7%) y Castillonesa (53,2%).
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4.3. Relaciones genéticas y analisis factorial de correspondencias

El arbol enraizado, construido en base a las distancias de Reynolds et al., (1983), indica
que existe poca diferenciacion genética entre las razas estudiadas (Figura 3). Se
observan, sin embargo, dos grupos principales en los que la robustez de las ramas es
superior al 50%. Las razas Aranesa y Tarasconesa se agrupan juntas en un 63,2% de los
remuestreos y las razas pirenaicas, incluidas las de capa roja, se agrupan de forma
separada de la Guirra y Lacaune en un 88,51% de los remuestreos realizados. El resto
de ramas, entre las razas pirenaicas, tienen una robustez inferior al 50%, sin
identificarse otras estrechas relaciones por grupos.

El arbol filogenético enraizado, construido en base a la distancia genética de (Dp) de
Nei et al., (1983) (Figura 4), permitio identificar las topologias mas robustas para las
razas Aranesa y Tarasconesa con un 95% de robustez. Las razas pirenaicas, incluidas las
de capa roja, se agrupan de forma separada de la Guirra y Lacaune con una robustez de
topologia del 75%.

En la Tabla 8 se muestran los valores de las distancias genéticas (D,) de Nei et al.,
(1983) y de Reynolds et al., (1983). Se observa que las razas Guirra y Lacaune son las
mas distantes, en relacion a las razas ovinas pirenaicas.

El andlisis factorial de correspondencias también mostré una limitada diferenciacion
genética entre las razas ovinas estudiadas (Figura 5). El factor 1 y 2 contribuyeron con
un 2,48% y 1,90%, mientras que el factor 3 contribuy6 con un 1.87% a la inercia total,
respectivamente. Las razas ovinas pirenaicas se encuentran formando un grupo aparte
de la Guirra, que se encuentra distante en el lado izquierdo de la representacion

espacial, en el grafico.
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5. DISCUSION

El elevado indice promedio de contenido polimérfico (PIC=0,73), demuestra la utilidad
de esta bateria de marcadores moleculares para la caracterizacion de la biodiversidad
ovina en la region. El valor promedio de diversidad genética, para el conjunto de razas
pirenaicas ( H, = 0,73), indica un alto nivel de variabilidad genética en los Pirineos
Orientales. Comparativamente, se han registrado valores similares de diversidad
genética en otras razas ovinas espafiolas que, segun Arranz et al., (2001) y Alvarez et
al., (2004), presentan valores promedios de heterocigosis esperada de 0,77 y 0,66,
respectivamente.

Los elevados valores de diversidad genética, podrian atribuirse a bajos niveles de
consanguinidad, alto flujo génico entre las razas estudiadas, bajas tasas de seleccion y a
una importante riqueza alélica (Tolone et al., 2012). Una posible explicacion de la
elevada diversidad en la region, es la apuntada por Lawson-Handley et al., (2007), que
sostienen que las razas ovinas del sur de Europa poseen una diversidad, dentro de raza,
superior a las del del norte, debido, basicamente, a que estas poblaciones mas
meridionales poseen mayores tamafios censales y han sido transportadas, durante siglos,
por diferentes rutas comerciales con una mayor intensidad. Otra posible explicacion,
para esta mayor variabilidad, sur vs norte, seria la mayor proximidad de estas razas a los

centros primarios de domesticacion, que siempre retienen una mayor variacion.

La mayor cantidad de variabilidad genética explicada dentro de razas, se ha observado
también en otros estudios con ovinos y caprinos en Europa (Canodn et al., 2006; Peter et
al., 2007; Tolone et al., 2012). Las causas principales para estos resultados son el
movimiento de las razas por diferentes rutas comerciales y la trashumancia, con el

posible intercambio genético que eso conlleva. En el caso de la razas Aranesa y
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Xisqueta se ha referenciado un gran flujo genético ancestral, con intercambio de
reproductores entre las explotaciones, aprovechando la trashumancia y las ferias
ganaderas (Avellanet, 2002; Parés, 2008).

Los andlisis filogenéticos demuestran que existe poca diferenciacion genética entre las
razas estudiadas. Sin embargo, tanto con la distancia D de Nei (Nei et al., 1983) como
con la distancia de Reynolds (Reynolds et al., 1983), el conjunto de razas pirenaicas
conformarian una agrupacion geografica bien definida, con valores de significacion de

bootstrap relativamente elevados: 75% para D, de Nei, y 88,5% para Reynolds.

Dentro de este cluster de razas pirenaicas, las razas Aranesa y Tarasconesa se
agruparian, consistentemente, en un solo grupo (95% para D de Nei, y 63,2% para
Reynolds), lo que confirma los resultados encontrados por Parés (2008), que sostiene
que ambas razas comparten un origen en comun. Estas razas pertenecen al grupo
entrefino pirenaico, en el que se encuentran otras similares como las de Aura-Campan,
Baregesa, Castillonesa y Lordesa (Parés, 2008). La mayor distancia genética de la raza
Roja del Rosellon, en relacion al resto de razas ovinas pirenaicas, se podria explicar por

el origen africano de la misma (Parés et al., 2011).

El andlisis bayesiano permiti6 agrupar a las siete razas en estudio en tres grupos
ancestrales. Por una parte, la raza levantina Guirra, que tiene un origen filogenético
diferente al de las razas pirenaicas, al ser originaria de las costas atlanticas de
Marruecos (Sanchez Belda, 1976a y 1976b). En el grupo 2, la razas Aranesa y
Tarasconesa, que comparten, asimismo, un origen ancestral comun, lo cual confirma los
resultados del andlisis filogenético. En el grupo 3, se evidencian los pretéritos niveles de
intercambio en las poblaciones locales ancestrales, que se refleja en las actuales

agrupaciones raciales de los Pirineos orientales. Las razas que pertenecen a este grupo
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provienen de diferentes troncos ancestrales. Asi, la raza Xisqueta, proviene del Tronco
Ibérico; la Ripollesa, del Tronco Merino; la Roja del Rosellén, del Norte de Africa y la
Castillonesa, del Tronco Entrefino. Estas razas se encuentran distribuidas en los grupos
2 y 3 con distintos porcentajes de membresia (8-87%), lo cual no permite identificar
grupos genéticos independientes, explicando, por tanto, la poca diferenciacion genética

existente entre estas razas ovinas pirenaicas.

El analisis factorial de correspondencias tampoco permitié diferenciar genéticamente, y
de forma clara, a las razas en estudio. De estos resultados tinicamente se infiere que la
raza Guirra, localizada en la Comunidad de Valenciana, presenta un origen ancestral

diferente al de las razas de los Pirineos orientales, espafioles y franceses.
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6. CONCLUSIONES Y FUTURO

El elevado indice de contenido polimorfico (PIC), encontrado en este estudio,
justifica la utilidad de los 12 marcadores microsatélites para el andlisis de la
diversidad genética de las razas ovinas en el area de estudio.

El mayor porcentaje de variabilidad genética explicada es a nivel intra-racial.
Este patron poblacional, observado en las seis razas de los Pirineos Orientales,
es coherente con las practicas de trashumancia y las ferias ganaderas que
promovieron en el pasado un gran flujo genético en la region.

Este importante flujo genético ha contribuido a la actual diversificacion de razas
en los Pirineos orientales.

Genéticamente, las razas ubicadas en la region, forman un cluster bastante
uniforme, diferenciado de las otras poblaciones ovinas tomadas como referencia.
Las dos razas, genéticamente mas similares, fueron la espafiola Aranesa y la
francesa Tarasconesa, por su contrastado origen comin y por su mayor y
referenciado intercambio de reproductores..

Estos resultados son de importancia para los cientificos y técnicos involucrados
en actividades de conservacion, asi como, para las distintas asociaciones de
criadores de las razas. Con ellos se podrd optimizar una mejor gestion en los
controles de los tamafios efectivos de poblacion, los flujos genéticos, el nivel de
los valores de consanguinidad, y se podra asegurar asi, de forma mas eficiente,
el futuro de su raza.

Se recomienda, no obstante, que se realicen estudios de caracterizacion genética
mas completos, en los que se analicen diferentes subpoblaciones de cada una de
las razas, para una mejor estimacion de los patrones de variabilidad y grado de

diferenciacion genética.
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8. ANEXOS
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Tabla 1. Loci microsatélites analizados y secuencias de los primers utilizados para su amplificacion

Locus Localizacién Secuencia (forward y reverse) NUmero de acceso  Referencia
cromosoma en GenBank

HSC 20 (ovino) F: CTGCCAATGCAGAGACACAAGA M90759 Scott et al. (1991)
R: GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC

INRA49 1(bovino) F: GTTTGTATTAGTTTGTGTTCTTTGGC X71588 Vainman et al. (1994)
R:TTG GCT TCCACAATCACACA

MAF65 15 (ovino) F:AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG M67437 Buchanan et al. (1992)
R: CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG

MAF214 16 (ovino) F:AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG 138982 Buchanam y Crawford et
R:GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG al.(1993)

MCM42 9 (ovino) F:CATCTTTCAAAAGAACTCCGAAAGTG 134281 Hulme et al. (1994)
R: CTTGGAATCCTTCCTAACTITCGG

MCMbB27 5 (ovino) F: GTCCATTGCCTCAAATCAATTC 134277 Hulme et al. (1994)
R: AAACCACTTGACTACTCCCCAA

MCM218 4 (ovino) F: CACTAAAAGCTTATGAAAGTTCCAGC 139828 Hulme et al. (1996)
R:GATCCTAGCATCAGTCTCCAGATG

OARCP49 17(ovino) F:CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC U15702 Ede et al.(1995)
R: GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG

OARCP20 21(ovino) F: GATCCCCTGGAGGAGGAAACGG U15695 Ede et al. (1995)
R: GGCATTTCATGGCTTTAGCAGG

OARCP34 3(ovino) F:GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG U15699 Ede et al.(1995)
R:GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC

OARFCB11 2 (ovino) F: GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC L01531 Buchanam y Crawford et al.
R:GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC (1993)

TGLASB3 16 (bovino) F: CAGCAGACAGCTGCAAGAGTTAGC AC_000173 Zimin et al. (1999)

R: CTTTCAGAAATAGTTTGCATTCATGCAG

GPC_000000185
(referencia gendmica)
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Tabla 2. Parametros de variabilidad genética a nivel de razas

Raza Numero de Numero Numero Riqueza alélica (R,;) Heterocigosis Heterocigosis
individuos observado  efectivo de en base a observada (Hy) esperada(H, )
muestreados de alelos alelos n =13 individuos
(Na)
Aranesa 94 9,66+3,25 4,70+2.41 6,45+2,01 0,70+0,11 0,73+0,11
Tarasconesa 44 8,08+2,64 4,56+1,94 6,46+1,98 0,74+0,12 0,73+0,12
Xisqueta 97 11,2543.44  5,16+2,58 7,1242.10 0,72+0,13 0,76+0,10
Ripollesa 53 8,91+2,90 4,50+1,61 6,30+1,98 0,73+0,12 0,74+0,10
Roja del 52 8,91+2,46 4,31+2,08 6,36£1,78 0,74+0,13 0,73+0,08
Rosellon
Castillonesa 24 6,41+2,10 3,69+1,13 5,51+1,53 0,69+0,14 0,70+0,10
Guirra 33 6,25+1,42 3,51+1,16 5,29+1,19 0,66+0,14 0,68+0,11
Lacaune 13 4,25+1,05 2,58+0,65 4,25+1,05 0,75+0,20 0,58+0,11
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Tabla 3. Parametros de variabilidad genética para el conjunto de las razas

Locus NUmero observado de alelos NUmero PIC Heterocigosis Heterocigosis esperada de Nei
efectivo de observada (1973)
alelos

MCM42 11 3,60 0,686 0,65 0,72
INRA49 9 2,72 0,598 0,57 0,63
MCM527 10 4,52 0,749 0,72 0,77
TGLAS53 11 7,84 0,859 0,80 0,87
MAF65 11 3,98 0,709 0,72 0,74
HSC 17 9,94 0,891 0,85 0,90
OARCP20 12 4,40 0,740 0,75 0,77
OARCP34 10 4,69 0,755 0,75 0,78
OARCP49 24 10,04 0,893 0,82 0,90
OARFCB11 10 4,73 0,757 0,78 0,78
MCM218 13 3,50 0,688 0,67 0,71
MAF 214 15 2,38 0,528 0,50 0,58
Media 12,75 5,19 0,737 0,72 0,76
Desviacién 4,22 2,61 0,109 0,10 0,09
estdndar
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Tabla 4. Analisis de variancia molecular (AMOVA) jerarquico, dentro y entre razas

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Componentesde  Porcentaje de P
variacion libertad la variancia variacion

Entre razas 7 161,098 0,19009 Va 4,15 % 0,00000
Dentro de razas 812 3567,280 4,39320 Vb 95,85% 0,00000
P<0,0001

Tabla 5. Matriz de distancias genéticas entre pares de razas en base al estimador Fgp (0)

Aranesa Tarasconesa Xisqueta Ripollesa Rojadel Castillonesa Guirra Lacaune
Rosellon

Aranesa 0,013 0,013 0,021 0,037 0,037 0,090 0,097*
Tarasconesa * ---- 0,011 0,016 0,040 0,041 0,095 0,103*
Xisqueta * * 0,011 0,022 0,026 0,084 0,079*
Ripollesa * * * - 0,037 0,033 0,090 0,108%*
Roja del * * * * 0,053 0,087 0,114*
Rosellon
Castillonesa * * * * * 0,109 0,112*
Guirra * * * * * * 0,146*
Lacau ne * % % * % * % e
P<0,05*
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Tabla 6. Valores del parametro f, estadistico analogo a la F;5 de Wright, calculado para cada raza ovina estudiada

Locus/Raza  Aranesa  Tarasconesa Xisqueta Ripollesa  Roja del Rosellon  Castillonesa ~ Guirra  Lacaune
MCM42 0,148* -0,099 0,004 0,092 0,022 0,338%* 0,183 -0,121
INRA49 0,093 0,038 0,128* 0,021 -0,025 0,069 -0,086 -0,333
MCM527 0,046 -0,058 0,124* -0,038 -0,016 0,053 0,077 -0,286
TGLAS53 0,036 0,114 0,063 -0,051 -0,018 -0,031 -0,026 -0,077
MAF65 0,052 -0,074 -0,110 0,001 -0,082 0,059 0,072 -0,244
HSC 0,075* 0,057 0,001 0,105 -0,029 -0,021 0,094 -0,339
OARCP20 0,014 -0,045 0,024 -0,037 -0,005 -0,184 0,224%* -0,213
OARCP34 0,085 0,040 0,049 0,001 0,021 -0,004 -0,092 -0,492
OARCP49 0,106** 0,055 0,081** 0,054 -0,043 -0,009 0,081 -0,425
OARFCB11 -0,119 0,024 0,045 -0,040 -0,167 0,017 0,103 0,209
MCM218 0,030 -0,076 -0,019 0,112 0,141%* 0,039 0,079 -0,062
MAF 214 0,055 0,065 0,267*** 0,102 0,214* 0,121 -0,072 -0,508
Total 0,051** 0,004 0,051** 0,025 -0,005 0,033 0,050* -0,251

P<0,001***, P<0,01**, P<0,05*
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Tabla 7. Valores promedios de la proporcion de membresia (Q) del genoma de las razas ovinas originada en los tres grupos considerados, para
los genotipos observados, utilizando el modelo Bayesiano. Los valores en negrita indican proporciones mayores al 50%

Razas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Aranesa 0,03 0,76 0,19
Tarasconesa 0,01 0,78 0,20
Xisqueta 0,03 0,30 0,65
Ripollesa 0,05 0,31 0,63
Roja del Rosellon 0,04 0,08 0,87
Castillonesa 0,05 0,41 0,53
Guirra 0,90 0,03 0,06

Tabla 8. Distancia genética de Nei et al., 1983 (D4) en la diagonal inferior y de Reynolds et al., (1983) en la diagonal superior, para las razas
ovinas estudiadas

Razas Aranesa Tarasconesa Xisqueta Ripollesa Roja del Castillonesa Guirra Lacaune
Rosellén

Aranesa 0,013 0,013 0,021 0,038 0,039 0,095 0,102
Tarasconesa 0,058 0,011 0,017 0,041 0,043 0,100 0,107
Xisqueta 0,052 0,073 0,012 0,022 0,026 0,088 0,083
Ripollesa 0,072 0,090 0,060 0,037 0,034 0,094 0,114
Roja del Rosellon 0,116 0,138 0,077 0,110 0,055 0,092 0,120
Castillonesa 0,115 0,130 0,099 0,123 0,129 0,116 0,117
Guirra 0,181 0,215 0,168 0,169 0,187 0,208 - 0,157
Lacaune 0,229 0,252 0,203 0,241 0,242 0,220 0,253  ----
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Figura 1. Valor de Delta K para la obtencion del nimero de clusters mas probable en que se
estructuran las razas ovinas en estudio
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Figura 2. Representacion grafica de las proporciones de membresia (Q) individuales en cada
una de las razas ovinas predefinidas
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El nimero de poblaciones predefinidas fue de 7.
1: Aranesa; 2: Tarasconesa; 3: Xisqueta; 4: Ripollesa; 5: Roja del Rosellon; 6: Castillonesa; 7: Guirra
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Figura 3. Arbol filogenético enraizado que representa las relaciones genéticas entre las razas
estudiadas con la distancia de Reynolds et al., (1983) y con 1000 remuestreos del tipo
bootstrap. La raza Lacaune ha sido utilizada como poblacion outgroup
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Figura 4. Arbol filogenético enraizado que representa las relaciones genéticas entre las razas
estudiadas con la distancia de Nei et al., (1983) y con 1000 remuestreos del tipo bootstrap
sobre los loci. La raza Lacaune ha sido utilizada como outgroup
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Figura 5. Analisis factorial de correspondencias para las razas ovinas estudiadas

i ittty Bl H

PooEoooooooooooo0oaPoooo

a

|

e mm e e oo _--
i 1

1
1 1
1 2
‘ B
1
1 -_E
1 o K 1
0 L - 0
1 [ 1
I o Hﬁ |
1 o l m] '
1 1 1 1 1 !
- - -lm -k N[ L. i
1 1 1 m oW
1 1 [ 1 [ T T
1 1 [ ‘ 1 -_ [ T T
0 ' P T T T T S T B |
1 1 L e T T T
1 1 L T T L T R
1 1 L T T B T T
1 1 L T T T ‘ TR B T
1 1 O T [
1 1 1 1 1 1 1 0 0 v
" oo l [ | D oo
0 T B R TR S |
1 (T T T T T S M| [ i
0 (R T T T S T R S . [ 7
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ' ' '
" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 -_ 1 1 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 1
' TATTrTATTrTTrIT T TrTAT T oTTTTITTrTas
0 " ' " PR
1 1 1 1 1 N | _. ! [
1 [ 1 (R TR
1 [ 1 [ TR B T
1 [ - [ 1 L |
[ [ [
" [ 1 1 ' ".._ [
1 [ 1 1 . P T B
1 1 1 1 1 1 1 0 v 0
: P Doogul W
“ [ 1 T T
1 [ 1 [ T T B
I [ 1 [ T T T N B
1 [ 1 T T T T Y B
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I=1
1 1 1 1 _ _._ 1 4 —
T [ [
1 1o 1
1 [ 1
1 [ '
1 1o 1
1 [ 1
1 o '
' o !
1 =
v
.
'
--
'

R I e i
1 1 1 1 1 1 1 1 U i . . 1 1 1
L L e LR R
1 1 1 1 1 1 1 1 i ! . b MYt
Rk Sl e T e e e i |
o 1 T L T T I T
B R e e el Tk Kot wlials Tl el it Rl thl
[ ! PO [ S T T
bl e Tl i i I A il R A

aTTTTTrTTT T 1 1 1 ! 1 1 il

FEEEEEEEEEEE
(2 DET) & #%F

44

Doe 1 (248 %0
B Ripollesa ] Roja del Rosellon

[] Xisqueta
B Lacaune

I Guirra

Aranesa ] Tarasconesa

l Castillonesa



