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Abstract
This study shows the results of the genetic characterization of 21 donkey
populations of 14 countries from Europe (3) and Central and South America (11)

Keywords: associated to the CONBIAND network, in the framework of a collaborative project
Biodiversity promoted by the network itself. Since sampled donkeys were not structured among
Microsatellites breeds, donkeys from each American country were defined as discrete populations.
Population These populations were analyzed with 14 microsatellite markers, and then
substructure compared with European breeds from Spain (6), Italy (3) and Portugal (1), in order
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to explore genetic relationships among them, and investigate the origins of current
American populations. Results show that most of American populations do not
group together with European ones, but tend to cluster separately instead.
Concerning only the American meta—population, two major genetic groups are
detected: the first one encompasses Caribbean countries, and second one includes
countries from the Andes area and from the South. These results suggest that
geographical isolation and a quite inexistent gene flow between continents together
with a marked genetic drift would have contributed to the current genetic
differentiation among populations, shaping distinct groups clearly differentiated
among each other.

Resumen

En el presente trabajo se muestran los resultados de la caracterizacion genética para un total de 21 poblaciones
asnales correspondientes a 14 paises de Europa (3) e Iberoamérica (11) asociados a la Red CONBIAND, dentro
de un proyecto de colaboracion promovido por la misma Red. Al no estar estructuradas por razas, las
poblaciones americanas se han definido como poblaciones Unicas de pais. Estas poblaciones fueron analizadas
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con un panel de 14 marcadores de ADN de tipo microsatélite, y posteriormente comparadas con razas asnales
europeas originarias de Espafia (6), Italia (3) y Portugal (1), con el fin de establecer las relaciones genéticas
existentes entre ellas y poder clarificar el proceso de formacion de las distintas poblaciones. Los resultados
muestran que la gran mayoria de las poblaciones americanas analizadas no se agrupan claramente con las razas
europeas, sino que tienden a diferenciarse genéticamente de éstas. Por otro lado, dentro de la propia meta—
poblacién americana, se distinguen principalmente dos grandes grupos: uno que englobaria paises de influencia
mas caribefia, y otro que agruparia poblaciones del sur y de la zona andina de Sudamérica. Los resultados
sugieren que el aislamiento geogréfico y el casi nulo intercambio de reproductores entre continentes,
conjuntamente con los efectos manifiestos de la deriva genética, habrian promovido la diferenciacion existente
entre las poblaciones, creando asimismo grupos singulares y claramente diferenciados entre si.

Introduccion

El estudio se enmarca en un proyecto de colaboracidon conjunta, auspiciado por la Red CONBIAND, con el
objetivo de caracterizar genéticamente las poblaciones asnales de diferentes paises Iberoamericanos asociados a
la Red, y comparar sus niveles de diversidad genética con distintas razas europeas del area mediterranea. Las
poblaciones europeas estan perfectamente tipificadas en el rango taxonémico de raza; no asi las americanas, por
lo que éstas se han definido unicamente como pais. EI conocimiento primario de la variabilidad asnal intra-pais
podra ser de gran utilidad, en un futuro cercano, para iniciar las correspondientes etapas de su particular
caracterizacion genética, con la finalidad Gltima de poder establecer poblaciones diferenciadas genéticamente
(complementado de forma necesaria e imprescindible con los correspondientes estudios morfolégicos), que
puedan llegar a ser catalogadas en el estatus de razas domésticas diferenciadas. Esta futura caracterizacion y
definicion de poblacion, ayudara a gestionar, de forma mas éptima y eficiente, los correspondientes planes de
conservacion de los recursos zoogenéticos asnales. El presente trabajo pretende, asimismo, establecer las
relaciones genéticas actuales existentes entre las razas estudiadas del Viejo y Nuevo Mundo, con el fin de
establecer los posibles flujos migratorios e intentar clarificar el proceso de formacion de las distintas
poblaciones.

Material y métodos
En total han sido analizados 316 asnos americanos de 11 poblaciones distintas, definidas segun el pais de origen
(Tabla I).

Tabla |. Parametros de variabilidad genética en las poblaciones asnales americanas: N, nimero de
individuos; Ho, heterocigosis observada; Hg, heterocigosis esperada no sesgada; NMA, nimero medio
de alelos por locus; RA, riqueza alélica ajustada a un mismo ndmero de individuos; proporcion
membresia al cluster 1 y 2 para un valor inferido de K = 2. (Genetic variability parameters of
American donkey populations: N, number of individuals; Ho, observed heterozygosity; Hg, expected
non-biased heterozygosity; NMA, mean number of alleles per locus; RA: rarefacted allelic richness;
genome distribution to cluster 1 and 2 for K = 2 inferred clusters)

Pais N Ho He Fis NMA RA! Clusterl Cluster 2
Guatemala 15  0.532+0.227 0.573+0.207 0.074* 4.6 45 0.29 0.71
Brasil 25 0.601+0.217 0.592+0.190 -0.017 5.1 43 047 0.57
Cuba 70 0.563+0.236 0.566+0.237 0.004 5.7 44 0.06 0.94
Venezuela 27 0.466+0.270 0.505+0.273 0.079* 4.0 35 0.05 0.95
Colombia 30 0.524+0.214 0.563+0.237 0.071* 5.0 43 034 0.66
Ecuador 21  0.507+0.280 0.511+0.260 0.009 3.9 3.6 0.92 0.08
Peru 20  0.482+0.247 0.539+0.263 0.109** 4.2 3.9 0.89 0.11
Bolivia 30 0.509+0.230 0.549+0.240 0.074* 4.1 3.8 0.86 0.15
Paraguay 29 0.467+0.270 0.497+0.261 0.061* 3.9 35 0.87 0.13
Argentina 25  0.493+0.220 0.523+0.239  0.059* 4.9 41 0.85 0.15
Uruguay 24 0.365+0.234 0.452+0.277 0.196*** 3.6 3.3 095 0.05
Total 316 0.509+0.221 0.567+0.245 0.103*** 7.0 45

‘calculada para N = 12 individuos. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.
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El ADN de estos animales ha sido obtenido a partir de bulbos de pelo, utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen Iberia SL). Estos perfiles han sido comparados con los de 455 asnos europeos de las 11 razas
siguientes: Andaluza (N = 50), Balear (N = 50), Catalana (N = 50), Asno de las Encartaciones (N = 50),
Majorera (N = 50) y Zamorano-Leonesa (N = 50), originarios de Espafia; Pantesco (N = 39), Ragusano (N = 53)
y Grigio Siciliano (N = 16), de la isla italiana de Sicilia; y Mirandesa (N = 40), de Portugal. Los asnos
americanos fueron genotipados con 14 marcadores microsatélite; AHT4, AHT5, ASB23, HMS2, HMS3, HMS5,
HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, HTG15 y VHL20. Los productos amplificados por PCR fueron
separados mediante electroforesis capilar en un aparato ABI PRISM 3730 (Life Technologies). Los alelos
fueron analizados y tipificados con el programa GeneMapper® v.3.7 (Life Technologies). Los parametros de
diversidad genética fueron calculados con el programa Genetix v.4.05.2 (Belkhir et al., 1996-2004) y los F-
estadisticos con FSTAT v.2.9.3 (Goudet, 1995, 2001), usando los estimadores F, f y 8 de Weir y Cockerham
(1984) analogos a Fir, Fis y Fst de Wright (1969). El error estandar y los intervalos de confianza fueron
obtenidos mediante permutaciones de tipo jackknife y bootstrap entre loci, respectivamente. También se calculd
la matriz de distancias de Reynolds et al. (1983) entre poblaciones americanas con el programa
POPULATIONS v.1.2.28 (Langella, 2002). Se explor6 la estructura de las poblaciones americanas con el
método del andlisis de cluster, basado en modelos implementados en el programa STRUCTURE v.2.3.1
(Pritchard et al., 2000). Este programa calcula un valor de probabilidad para un nimero de K poblaciones (o
cluster) pre-determinado, y asigna la parte del genoma de cada individuo que deriva de cada cluster. La
estructuracion poblacional fue probada desde K = 1 hasta K = 6, con cinco réplicas independientes, consistentes
en 100.000 pasos Markov Chain Monte Carlo tras un descarte de los primeros 200.000. Se asumi6 que las
frecuencias alélicas de las poblaciones actuales estaban correlacionadas y que podian haberse originado a partir
de méas de una poblacion ancestral. El valor mas probable de K fue determinado segin el método de Evanno et
al. (2005) implementado en el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt, 2012). El pardmetro
Q define gué proporcién del genoma de un individuo pertenece a los distintos cluster (K) pre-definidos. Se
aceptd la membresia de una poblacion a un cluster para valores medios de Q>0.80. Se construyé un arbol no
enraizado a partir de la matriz de distancias genéticas D, de Nei et al. (1983) con el algoritmo neighbor-joining,
con todas las poblaciones americanas y europeas. La solidez de las ramas fue testada mediante 5000 re-
muestreos de tipo bootstrap entre loci. Para ello, se utilizé el programa POPULATIONS. En este andlisis se
descarté el locus HTG7, con el objetivo de utilizar un panel comdn de marcadores para todas las poblaciones,
asi como el locus HMS2 porque presentaba una fuerte desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) en las
razas sicilianas (Bordonaro et al., 2012).

Resultados y discusion

Poblaciones americanas

Se observaron un total de 98 alelos para los 14 marcadores en el conjunto de las 11 poblaciones, con una media
de 7 alelos por locus. Se detectd un significativo déficit de heterocigotos al que contribuyeron casi todos los
loci: Fir=0.108+0.007 (intervalo de confianza al 99% entre 0.090-0.123). Ese déficit fue debido, en parte, a una
sub-estructuracion poblacional en la meta-poblacion americana, Fsr = 0.058+0.006 (0.045-0.073); y por otra
parte a un déficit intra-poblacional, Fis = 0.053+£0.008 (0.035-0.073). El anélisis bayesiano de estructuracion
muestra que las poblaciones americanas analizadas se dividen preferentemente en dos grandes grupos genéticos
o cluster (K = 2). Los valores de membresia, a uno de los dos cluster, son superiores a 0.85 en ocho de las once
poblaciones (Tabla 1). El primer cluster englobaria paises andinos y del sur del continente, mientras que el
segundo englobaria paises caribefios (Figura 1). Tres poblaciones tienen una distribucién mixta: Brasil,
Guatemala y Colombia. En el caso de Colombia, esta division se debe a que actla como un punto de conexion
entre los dos grupos, pues limita con poblaciones de ambos cluster. Se observa, asimismo, que los animales de
esta poblacion se agrupan preferentemente en uno u otro cluster, con valores individuales de Q en su mayoria
superiores a 0.80. En cambio, en el caso de Brasil y Guatemala, los individuos presentan una asignacion mixta
en ambos cluster, con valores de membresia, a uno u otro grupo, muy variables (Figura 1). Unos pocos
individuos de paises del cluster 1 se agrupan con el cluster 2 (Figura 1). Esto puede deberse al flujo de
migrantes del cluster 2 y/o a la retencién de polimorfismos mas ancestrales, pero también a la limitada potencia
del panel de marcadores empleado. Globalmente, se halla una mayor diversidad y riqueza alélica en los paises
de membresia mixta, asi como en Cuba. Esto podria deberse a que Cuba fue uno de los paises por el que fueron
introducidos los animales desde Europa o Africa, por lo que habria podido retener un acervo genético més
diverso. La elevada variabilidad de Brasil y Guatemala podria derivarse de su localizacion geogréafica entre
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zonas de conexion de poblaciones, de flujos migratorios, o de su cercania a las areas de entrada de animales
procedentes del Viejo Mundo. Se detecté una desviacion significativa del HWE en varias poblaciones,
especialmente en Uruguay (Tabla I). Varios loci contribuyeron al déficit, revelando la existencia de una posible
mayor consanguinidad o de una subestructuracion intra-poblacional. La menor diversidad genética, sumada a la
menor riqueza alélica, sugieren que la poblacion ha debido experimentar un mayor efecto de la deriva genética,
debido a un mayor aislamiento reproductivo respecto a otras poblaciones del mismo cluster. De forma general,
se observa que las poblaciones con menor diversidad fueron también las que presentaron una mayor distancia
genética. El efecto del aislamiento por distancia fue perceptible en el cluster 1. Las poblaciones
geograficamente mas distantes entre si, Ecuador y Uruguay, presentaron también la mayor diferenciacion (Fsr =
0.0862, P < 0.001) y distancia genética (Dgreynoiss = 0.0925) dentro de este grupo (Figura 2). En cambio, Perd,
apenas presento diferencias con respecto a Bolivia, Paraguay o Argentina (valores Fsr no significativos, Dgeynolds
< 0.015) (ver Tabla II).
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Figura 1. Distribucion del genoma de cada individuo en los dos cluster inferidos (K = 2). Cada animal esta
representado por una barra vertical. La longitud del color de las barras en el eje vertical define la proporcion de
membresia (Q) al cluster 1 (gris oscuro) o cluster 2 (gris claro). Las poblaciones son las siguientes: Guatemala

(1), Brasil (2), Cuba (3), Venezuela (4), Colombia (5), Ecuador (6), Pert (7), Bolivia (8), Paraguay (9),

Argentina (10) y Uruguay (11) (Genome distribution of individuals to each inferred cluster [K = 2]. Each
individual is represented by a vertical single line. The length of colored lines, vertical axis, is proportional to Q
values to inferred clusters 1 [dark grey] and 2 [light grey]. Populations represented in the plot are: Guatemala

[1], Brazil [2], Cuba [3], Venezuela [4], Colombia [5], Ecuador [6], Peru [7], Bolivia [8], Paraguay [9],

Argentina [10] and Uruguay [11]).

Relaciones genéticas entre poblaciones de ambos continentes

En el arbol de relaciones genéticas (Figura 2), se observa que las razas europeas muestran una escasa
estructuracion entre ellas, con valores de robustez en la mayoria de las ramas por debajo del 50%. Sin embargo,
se aprecia cierta diferenciacion entre las razas italianas y las de la Peninsula Ibérica e Islas Canarias. Por otro
lado, no se aprecia distintivamente qué poblaciones europeas contribuyeron al actual acervo genético americano.
So6lo la poblacion de Guatemala tiende a agruparse con una raza europea, la Andaluza, tal vez por una fuerte
influencia de esta raza en su origen, por una mayor retencién del acervo genético ancestral unido a una menor
deriva genética o por una posterior influencia de esta raza en la poblacion asnal guatemalteca. Las poblaciones
de asignacion mixta presentan, en general, una menor distancia genética con las poblaciones de la Peninsula
Ibérica. Esto seria coherente con una mayor influencia ibérica en su actual acervo genético. Es posible que las
poblaciones del cluster 1 americano hayan experimentado un mayor efecto del aislamiento por distancia desde
el punto de entrada de los animales en el continente siglos atras. Todo ello, unido a una fuerte deriva genética,
se habria traducido en una menor diversidad genética, pero, también, en la formacién de una huella genética
propia. No obstante, tampoco se puede descartar la posible influencia historica de los acervos genéticos de
animales originarios de otras poblaciones, no analizadas en este estudio.

Conclusiones

Los resultados sugieren que el limitado flujo genético de animales entre Europa y América ha permitido una
progresiva diferenciacion de las poblaciones asnales americanas con respecto a las europeas, desde su llegada al
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continente. Por otro lado, se ha observado una separacion distintiva en dos cluster principales de las poblaciones
del Centro y Sur del continente americano, separados, grosso modo, por la linea ecuatoriana. No obstante, un
panel mas amplio de marcadores permitiria definir, con méas precision, como se inter—relacionan las distintas
poblaciones de la meta—poblacién americana.

VEN

PAN

ECU

Figura 2. Arbol no enraizado obtenido con la distancia D, de Nei et al. (1983) mediante el algoritmo neighbor-
joining y 5000 bootstraps entre los loci. Se han empleado datos de 12 marcadores (excluyendo HTG7 y HMS2).
Se indican los valores de bootstrap superiores al 50%. En la parte inferior, se indica la escala. Los hombres de
las razas o poblaciones estan representados mediante las tres primeras letras (Unrooted tree obtained with the
D, distance of Nei et al. (1983) with the neighbor-joining algorithm, and 5000 bootstrap over loci. Data from
12 markers were used [HTG7 and HMS2 were excluded]. Bootstrap values over 50% are indicated. The genetic
distance scale is indicated below the tree. Names of population and breeds are represented by the first three
letters).
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