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Abstract

Casta Navarra (CN) belongs to the most anogastas Fundacionales of the Lidia
breed, consisting of a bovine group endowed with great fighting spirit. By their
behavior, the most important business of this fighting bull population is the sale or
rental of animals for popular events, then the conservation of this fighting bull
population has a high social and economic impact. This work examines the variability
and genetic structure of the Casta Navarra and their phylogenetic relationships with
Toro de Lidia, Pirenaica and Monchina breeds, populations that could have influenced
Casta Navarra. Using 30 microsatellites we analyzed 992 individuals belonging to 16
farms spread across northern Spain. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) analysis
in the total population showed a 89%lodi with significant departure from HWE due

to heterozygoteleficit as a consequence of the Wahlund effect. Analyzing the HWE
by farms onlybeween 0 and %oci were in disequilibrium, with very similar expected

and observed heterozygosity valuEsstatistics calculations were in accordance with
the previous results showing a fixation indextfFof 0.09 (the average proportion of
genetic variion explained by farm differences was 9%). The analysis of genetic
equilibrium and F statistics indicated that Casta Navarra is divided into distinct and
reproductively isolated subpopulations. Differences between herds were confirmed by

the study of genetic distances and using the STRUCTURE program. The population of
Casta Navarra was subdivided with K values lower than 8, being K=8 the minimal

number of clusters that differentiated Toro de Lidia from Pirenaica and Monchina. The
different farms grouped according to historical information. The results obtained can
contribute to the development of actions aimed at promoting diversity of race and
therefore its maintenance, as part of conserving our cultural heritage.

Resumen

La raza Casta Navarra (CN) es la mas antigua de las Castas Fundacionales de la actual raza de Lidia, constitt
por una agrupacion bovina dotada de gran rusticidad y bravura. Por su comportamiento, la actividad comerci
mas importante de esta raza es la venta o alquiler de ejemplares para los festejos populares, por lo que
mantenimiento de estos animales presenta una gran repercusién econémica y social. En este trabajo se anali:
variabilidad y estructura genética de la Casta Navarra y sus relaciones filogenéticas con las razas de Lid
Pirenaica y Monchina, poblaciones que han podido tener influencia en CN. En el estudio se analizaron 9¢
individuos pertenecientes a 16 ganaderias distribuidas por el norte de Espafia, mediante el andlisis de
marcadores microsatélites. A partir del analisis del Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) en el conjunto de CN, se
encontré que el 89% de Ideci analizados estaban en desequilibrio debido a un defecto de heterocigotos
provocado por el efecto Wahlund. Al analizar el EHW para las diferentes ganaderias solo se observaron entre
y 5loci en desequilibrio con valores de heterocigosidad esperados y observados muy similares. El analisis
los F estadisticos para el conjunto total de las ganaderias corroboré los resultados, obteniendo un indice
fijacion (Fst) del 0,09 (el 9% de la variabilidad total se explica por las diferencias entre ganaderias). Los andlisi
del equilibriogenético y de los F estadisticos indicaron que la poblaciéon de Casta Navarra esta dividida el
subpoblaciones diferenciadas entre si y aisladas reproductivamente. Las diferencias entre ganaderias
confirmaron mediante el estudio de distancias genéticas y con el programa STRUCTURE. Las subpoblacion
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de Casta Navarra se diferenciaron con valores de K menores que 8, que resultd ser el nimero minimo
clusteres que permitia diferenciar la poblacion de Toro de Lidia de Monchina y Pirenaica. Las distintas
ganaderias se agruparon genéticamente de acuerdo a la informacién histérica de su origen. Los resultac
obtenidos pueden contribuir al establecimiento de actuaciones dirigidas a potenciar la diversidad de la raza y
tanto a su mantenimiento, como parte de la conservacion de nuestro patrimonio cultural.

Introduccién

Casta Navarra (CN) pertenece a las mas antiguas Castas Fundacionales de la raza de Lidia (Rodrigt
Montesinos 2002), pero sus individuos han evolucionado a lo largo de los siglos muy independientemente d
resto de troncos de Lidia, lo que ha originado rasgos étnicos muy diferentes. Esta poblacidn esta constituida
animales dotados de gran rusticidad y bravura, cuya actividad comercial mas importante es la venta o alquiler
ejemplares por su comportamiento, para los festejos populares. En la actualidad el nimero de efectiv
representa un nimero insuficiente para que la raza se encuentre libre de desaparecer en un futuro no muy lej
Estudiando la diversidad y estructura genética de esta poblacion se pueden definir prioridades en
conservacion de esta poblacién como parte del patrimonio cultural.

Material y métodos

Se obtuvieron un total de 992 muestras de sangre de individuos de Casta Navarra pertenecientes a 16 ganad
distribuidas por el norte de Espafia. El DNA se obtuvo usando el método semiautomatico ABlI PRISM 610(
Nucleic Acid PrepStatio(Applied Biosystems) siguiendo los protocolos del fabricante. Ademas se utilizaron 50
muestras de cada una de las razas de Lidia, Pirenaica y Monchina como controles para el estudio de
relaciones filogenéticas de Casta Navarra con esas poblaciones.

Se analizaron 30 microsatélites seleccionados por la FAO para la caracterizacion de poblaciones bovin
mediante tres reacciones multiplex de PCR y posterior separacion de los fragmentos mediante electrofore:
capilar en un secuenciador automético ABI Prism 3130. La interpretacion de los genotipos se realizé usando
programa GeneMapper v3.7 Software (Applied Biosystems).

Las frecuencias alélicas, heterocigosidades y las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) fuerol
calculadas con el programa GENEPOP (Raymond & Rousset 1995). Los F estadisticos se calcularon usandc
programa FSTAT (Goudet 2001). Las relaciones genéticas se investigaron mediante la distancia genética
Reynolds (Reynolds et al. 1983) usando el programa Populations 1.2.30 (Langella 1999). Con el mism
programa se construyé el arbol Neighbor-Joining (NJ) a partir de los valores de distancia y se visualiz6 con ¢
programa TreeView (Page 1996). El programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003, 2007) <
utilizé para investigar la estructura de la poblacion, se utiliz6 un periodo de burn-in de 100000 repeticiones |
otras 100000 repeticiones en el método MCMC (Monte Carlo de cadenas de Markov) antes de recopil
resultados para 1<K<21.

Resultados y discusion

Se detectaron 192 alelos mediante el andlisis de 28 microsatélites (TGLA53 e INRA35 fueron excluidos de
estudio por la dificultad para leer los genotipos y por la presencia de alelos nulos). Utilizando un test exacto pa
el andlisis del EHW en el conjunto de animales, se encontr6 que un 89%ate éwmlizados se encontraban

en desequilibrio debido a un defecto de heterocigotos. Los analisis por ganaderias mostraron un nimero muc
menor deloci en desequilibrio (entre 0 y I'Bci) y valores de heterocigosidad esperados y observados muy
similares (Tabla I). La consanguinidad fue bajg=#,0052) mientras que el indice de fijacids §ue evalla

el efecto dda subdivision en la pérdida de variabilidad fue de 0,09 (el 9% de la variabilidad total se explica por
las diferencias entre ganaderias), similar al observado en los analisis de distintas razas bovinas esparic
(Martin-Burriel et al. 2007). Por tanto, los analisis del equilibrio genético y de los F estadisticos indicaron que I
poblacion de Casta Navarra, al igual que ocurre con la poblacion de Lidia (Canon et al. 2008), esta dividida €
subpaoblaciones diferenciadas entre si y aisladas reproductivamente.

La Figura 1 muestra el &rbol filogenético que permite diferenciar las distintas ganaderias de CN con de Lidi
Pirenaica y Monchina, ademas las ganaderias se agruparon de acuerdo a la historia conocida de las mismas.
el programa STRUCTURE se test6 la presencia del nimero de poblaciones presentes en el estud
determinandose K=8 como el nimero minimo de clusteres necesarios para diferenciar la poblacion de Lidia
las poblaciones de carne Pirenaica y Monchina. Las ganaderias de Casta Navarra se diferenciaron a menc
valores de K, y con K>8 las ganaderias se subdividian, mientras que Pirenaica y Monchina continuabe
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apareciendo en el mismo cluster. En la Figura 2 se muestra una representacion grafica de la estructura gené
de la poblacién de Casta Navarra. Se observa claramente como los animales de Casta Navarra se distribuye
en 6 grupos que se correspondian con la informacion histérica disponible; siendo Gabas, Nogué, Galé
Supervia las antiguas ganaderias navarras de las que provienen las actuales poblaciones y Casas los anin
provenientes de ganaderias aragonesas. Los resultados obtenidos en este trabajo pueden contribuir al desar
de acciones dirigidas a promover la diversidad y la conservacidn de esta raza evitando el aumento
consanguinidad.

Tabla I. Caracterizacion genética de 16 ganaderias de Casta Navarra. Origen histérico y nimero de
individuos (N) por ganaderia. Ganaderias que mostraron desviacion significativa del equilibrio usadado 28

(* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001). Numero ddoci en desequilibrio genético, valores medios
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) en el equilibrio y de coeficiente de consangwhidad (F
[Genetic characterization of 16 Casta Navarra herds. Historical origins and number of individuals per herd

(N). Herds showing significant deviation from HWE estimated with 28 loci (* p<0.05; ** p<0.01, ***
p<0.001). Number of loci showing genetic disequilibrium, observed (Ho) and expected (He) heterozygosities

and inbreeding coefficient (F,<)]

. , Loci
Origen Ganaderias N desequilibrio Ho He Fs

Gabas Gan 4 206 4 0,604 0,614 -0,017

Casas Gan 1* 73 5 0,663 0,682 -0,024
Gan 8*** 76 1 0,658 0,649 0,013

Supervia Gan 3 72 2 0,621 0,624 -0,002
Gan 9* 45 4 0,665 0,679 -0,012

Galé Gan 5* 82 4 0,653 0,642 0,018
Gan 6 34 2 0,648 0,664 -0,035
Gan 10** 72 4 0,639 0,640 0,005

Nogué Gan7 90 2 0,632 0,637 -0,005
Gan 2 18 2 0,628 0,661 -0,047
Gan 11 33 3 0,639 0,654 -0,018
Gan 12 60 0 0,653 0,660 -0,013
Gan 13 15 0 0,647 0,606 0,065
Gan 14 19 1 0,622 0,598 0,039
Gan 15** 52 4 0,689 0,672 0,021
Gan 16 45 1 0,634 0,635 0,004
CN total 992 25 0,643 0,696 -0.0052

Pirenaica

Monchina

Toro de Lidia

Figura 1. Arbol filogenético construido a partir de los valores de distancias genéticas de Reynolds y el
algoritmo Neighbor-Joining. Relacién de las ganaderias de Casta Navarra y las poblaciones de Toro de Lidi
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Pirenaica y Monchina.Neighbor-Joining tree based on Reynolds genetic distances showing the phylogenetic
relationships of the Casta Navarra farms and Pirenaica, Monchina and Toro de Lidia breeds]

PIR MON TL 14 7 1 5 6 15 2 ll 12 1314 16
. T = = = e = _ il |

Ganaderias de Casta Navarra

Figura 2. Representacion grafica de la estructura genética de las poblaciones Pirenaica (PIR), Monchin
(MON), Toro de Lidia (TL) y las 16 ganaderias de Casta Nav@&raphical representation of the genetic
structure of Pirenaica (PIR), Monchina (MON), Toro de Lidia (TL) and the 16 Casta Navarra herds]

Conclusiones

El estudio de la estructura genética de Casta Navarra ha mostrado que la poblacién esta subdividida de acue
al origen historico de las actuales ganaderias. A pesar de esta subdivision las ganaderias mantienen bajos inc
de consanguinidad y estan diferenciadas de la poblacion de Lidia usada como control.
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