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RESUMEN

Dentro del programa de conservacion de la
raza ovina Xisqueta, iniciado el afio 2000 por el
Departamentd’Agricultura, RamaderiaiPescade
la Generalitat de Catalunya y la Universitat
Autdonoma de Barcelona, se esta analizando la
variabilidad genética de su genoma mitocondrial.
Para ello, se ha analizado un fragmento de 666
pares de bases de la regién control del DNA
mitocondrialen 71 individuos pertenecientesa 13
subpoblaciones, distribuidas en diferentes co-
marcas. Los resultados revelaron que, a pesar
de su reducido tamafio poblacional, la raza ovina
Xisqueta conserva altos niveles de variabilidad
genética (77=0,01165+0,00056; h=0,998+0,003).
Por otro lado, no se detectaron evidencias de
estructuraciéon poblacional.

SUMMARY

The conservation program of the Xisqueta
sheep breed, which is carried out by the
Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca of
the Generalitat de Catalunya and the Universitat
Autonoma de Barcelona, started in the 2000. One
of the objectives of the program was the study
of genetic diversity of this endangered breed. We
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have analysed a fragment of 666 bp of the mtDNA
control region in 71 individuals belonging to 13
subpopulations distributed around different
regions. The results have revealed that the
Xisqueta sheep breed has high levels of genetic
diversity (77=0.01165+ 0.00056; h=0.998+0.003)
although its reduced population size. On the other
hand, we have not found evidences of population
structuring.

INTRODUCCION

La oveja Xisqueta es una raza au-
toctona catalana en peligro de extin-
cion que se distribuye en las comarcas
leridanas del Pallars Jussa, Pallars
Sobiray Alta Ribagorcay, también, en
la Ribagorza oscense. Desde media-
dos del siglo XX su censo ha disminui-
do notablemente; estimandose que en
la actualidad s6lo existen entre 12000
y 15000 individuos puros.

Laregion control del DNA mitocon-
drial tiene una alta tasa de mutacion
por lo que es un marcador ideal para
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estudiar la variabilidad genética a
nivel intraespecifico, en estudios
filogeograficosy en genéticade lacon-
servacion de especies amenazadas
(Pasboll y Arctander, 1998). En ovino
(Ovis aries), laregion control presenta
dos linajes principales, A y B; este
ultimo presente en razas europeas
(Hiendleder et al., 2002); aunque otros
tres linajes adicionales también han
sido descritos en la especie ovina: el C
(Pereira et al., 2006) y mas reciente-
mente el D y E (Meadows et al.,
2007). En este trabajo se analiza la
region control de laraza ovina Xisqueta
para estimar sus niveles de variabili-
dad genética y posible estructuracion
poblacional.

MATERIALY METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre
de 71 individuos procedentes de dife-
rentes subpoblaciones de las comar-
cas del Pallars Jussa [JE-Les Esglesies
(n=1), JF-Vall Fosca (n=3), JI-Isona
(n=3), JP-Pobla de Segur (n=7), JT-
Torre de Tamurcia (n=8)]; de 1’Alta
Ribagor¢a [RB-Vall de Boi (n=5), RP-
Pont de Suert (n=7), RS-Senet (n=7)];
del Pallars Sobira [SA-Vall d’Assua
(n=6), SE-Esterri d’Aneu (n=5), SF-
Vall Farrera (n=7), SS-Sort (n=5)]; y
de la Ribagorza de Huesca [HU-Valle
de Isdbena (n=7)]. El DNA se extrajo
siguiendo el protocolo de Ausubel ef
al. (1989). La region control entera
fue amplificada utilizando los primers
tRNA-Pro y tRNA-Phe segun el pro-
tocolo de Hiendleder ef al. (1998). La
secuenciacion se realizd en una sola
direccion mediante el primer tRNA-
Pro, en un secuenciador automatico
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ABI3730 (Applied Biosystems, CA,
USA), obteniéndose secuencias de 666
pares de bases.

Las secuencias fueron editadas y
alineadas con el programa BIOEDIT
v.7.0.5 (Hall, 1999). Los valores de
polimorfismo y los parametros de di-
versidad genética fueron estimados con
el programa DNASP v 4.10.3 (Rozas
et al., 2003). Con el mismo programa
se realizd el analisis de la mismatch
distribution y se estimo el valor del
estadistico F; de Fu. La estructura
poblacional se testdé por medio del
analisis de la varianza molecular
(AMOVA) con el programa ARLE-
QUIN v 2000 (Schneider et al., 2000).
Lafilogeniade los haplotipos se explo-
r6 mediante el método de neighbor-
joining, aplicando el modelo evolutivo
de Tamura-Nei con el programa
MEGA v3 (Kumar et al., 2004). El
pardmetro o de la distribucién gamma,
fue estimado con el programa TREE
PUZZLE v 5.2 (Strimmer y von
Haeseler, 1996). El valor obtenido fue
a=0,12 (£0,02).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 71 individuos analizados pro-
porcionaron 67 haplotipos, diferencian-
dose por una media de 8,5 (£1,04)
diferencias nucleotidicas. Todos los
haplotipos pertenecian al linaje mito-
condrial ovino B. S6lo cuatro haplotipos
(Xis21, Xis22, Xis32 y Xis49) se halla-
ban compartidos entre diferentes indi-
viduos (dos individuos, tan sélo, por
haplotipo). El alineamiento de las se-
cuencias presenté 93 posiciones
polimorficas, 42 de las cuales corres-
pondian a singletons. Las estimacio-
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nes de diversidad nucleotidica () y
haplotipica (%) fueron 0,01165+0,00056
y 0,998+0,003, respectivamente. En
razas ovinas portuguesas se obtuvie-
ron valores de diversidad haplotipica
muy semejantes a los del presente
trabajo (A= 0,996-0,998; Pereira ef al.
2006), los cuales eran generalmente
superiores a los obtenidos en razas
centroeuropeas (4= 0,680-0,909;
Meadows et al., 2005). Todo esto
sugiere que, a pesar de tratarse de una
raza en peligro de extincion, la oveja
Xisqueta conserva todavia niveles
moderadamente elevados de diversi-
dad genética en su genoma mitocon-
drial. Esto también es consistente con
los altos valores de variabilidad encon-
trados en su genoma nuclear, utilizan-

domarcadores microsatélites (H =0,71
y H=0,76) (Avellanet et al., 2005;
Avellanet, 2006).

El anélisis de la mismatch distribu-
tion present6 una distribucidén unimodal
(figura 1). Esta distribucion, junto al
valor negativo de F.de Fu (F;=-90,39;
p<0,001), sugiere que el genoma
mitocondrial de la raza Xisqueta con-
serva todavia sefiales de expansiones
poblacionales. La distribucién unimodal
de la mismatch distribution también
indica que no hay grupos divergentes
de haplotipos. El andlisis filogenético
de los haplotipos mostré una topologia
tipo star like, sin grupos definidos
robustamente, sugiriendo que no hay
diferencias apreciables entre comar-
casy entre subpoblaciones (figura 2).
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Figura 1. Distribucion de frecuencias del numero de diferencias nucleotidicas entre pares
de secuencias (mismatch distribution) en la region control de la oveja Xisqueta. La linea
continua representa la distribucion esperada en el caso de una poblacion estacionaria. La
linea discontinua representa la distribucion observada en la raza Xisqueta. (Frequency
distribution of nucleotide differences number between pairs of sequences -mismatch distribution- in the

control region of the Xisqueta sheep breed).
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TablaI. Distancias genéticas entre subpoblaciones de la raza Xisqueta, basadas en el modelo
evolutivo Tamura-Nei (0.= 0,12). (Genetic distances between subpopulations of the Xisqueta
breed, based in the evolutionary model by Tamura-Nei).

Subpoblacion JE JF Jl JP JT RB RP RS SA SE SF SS
JE-Esglésies

JF-Vall Fosca 0,009

JI-Isona 0,012 0,017

JP-Pobla 0,011 0,015 0,015

JT-Tamdrcia 0,009 0,013 0,015 0,014

RB-Boi 0,015 0,018 0,016 0,017 0,017

RP-Suert 0,013 0,017 0,016 0,016 0,016 0,017

RS-Senet 0,011 0,015 0,014 0,014 0,013 0,016 0,015

SA-Assua 0,012 0,016 0,016 0,015 0,014 0,017 0,016 0,015

SE-Esterri 0,009 0,015 0,015 0,015 0,014 0,018 0,015 0,014 0,015

SF-Farrera 0,014 0,019 0,017 0,017 0,018 0,019 0,018 0,017 0,018 0,017

SS-Sort 0,009 0,015 0,015 0,014 0,013 0,016 0,015 0,013 0,015 0,014 0,016
HU-Isébena 0,009 0,015 0,015 0,014 0,013 0,016 0,015 0,013 0,014 0,013 0,016 0,013

En la tabla I se muestran los valores
de distancia genética entre subpo-
blaciones, los cuales fueron bajos y
muy parecidos entre si. El valor mayor
(D, ,=0,019) se encontr6 entre SF-
Vall Farrera y RB-Vall de Boi, no
siendo precisamente éstas las pobla-
ciones mas distantes geograficamente.
El analisis de la varianza molecular
(AMOVA) no mostr6é evidencias de
estructuracion poblacional ya que toda
lavariabilidad (100%) se explicaba por
diferencias entre individuos localiza-
dos en una misma poblacion. Resulta-
dos similares se obtuvieron con el ana-
lisis de los marcadores microsatélites
en esta misma raza (Avellanet et al.,
2005; Avellanet, 2006). En general, la
oveja Xisqueta se distribuye en areas
de orografia muy accidentada; no obs-
tante, este factor no ha sido motivo
suficiente para que se puedan apreciar
diferencias a nivel genético entre sus
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subpoblaciones, sugiriendo que, en cier-
to modo hay, o antiguamente hubo, un
activo intercambio de individuos re-
productores entre explotaciones o que
la raza se fundd a partir de un unico
pool génico. Como conclusion, tanto el
andlisis del genoma nuclear como mi-
tocondrial nos confirman la gran uni-
formidad genética existente entre to-
das las subpoblaciones de la raza
Xisqueta.
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Figura 2. Arbol neighbor-joining de los 67 haplotipos de region control encontrados en la
oveja Xisqueta. Solo se muestran los valores de bootstrap (en circulos) superiores al 60%
v los haplotipos que agruparon. Xis11 se localizo en JP-Pobla de Segur, Xis18 en JT-Torre
de Tamurcia; Xis21 en JT-Torre de Tamurciay SA-Vall d "Assua; Xis34y Xis36 en RS-Senet;
v Xis56 en SS-Sort. (Neighbor-joining tree of the 67 haplotypes of the control region found in the
Xisqueta sheep breed).
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