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1. Resumen

Los grandes herbivoros tienen un gran impacto en los habitats que ocupan. En
Galicia, el caballo de monte (Equus ferus caballus) tiene diversos efectos
positivos sobre el entorno, como el control de la expansion de Ulex spp, y la
restauracion y conservacion de las formaciones de brezal atlantico. En este
estudio se utilizé el método de los isétopos estables para mejorar el
conocimiento sobre la dieta de estos animales para asi poder determinar su
efecto en la conservacion de los brezales. Los resultados indican que los
caballos consumen Ulex, pero no parecen consumir ericaceas, lo que
reafirmaria su efecto positivo para la conservacion de los brezales.

Abstract

Large herbivores have great impact in their home habitats. In Galicia, wild
ponies (Equus ferus caballus) have many positive effects in the environment,
such as expansion control of Ulex spp, and restoration and conservation of
atlantic heathland. In this study, the stable isotope method was used to better
understand wild ponies’ diet and to determine their effect on heath
conservation. Results indicate that ponies feed off Ulex, but doesn’'t seem to
consume Erica species, what reaffirms their positive effect on heathland
conservation.

Resumo

Os grandes herbivoros tefien un gran impacto nos habitats que ocupan. En
Galicia, o cabalo de monte (Equus ferus caballus) ten diversos efectos positivos
sobre o entorno, como o control sobre a expansiéon de Ulex spp, e a
restauracion e conservacion das formacion de brezal atlantico. Neste estudio
utilizouse o método dos isétopos estables para mellorar o cofiecemento sobre a
dieta destes animais e asi poder determinar o seu efecto na conservacion dos
brezais. Os resultados indican que os cabalos consumen Ulex, pero no parecen
consumir ericaceas, o que reafirmaria o seu efecto positivo para a
conservacion dos brezais.



2. Introduccién

2.1 Ganaderia y gestion del territorio

Los grandes herbivoros son los responsables de cambios en la estructura y
funcion de los habitats que ocupan, ademas de producir un impacto de manera
directa e indirecta, mediante las redes tréficas, a otras especies. Entre sus
funciones mas importantes se encuentran su capacidad de afectar a los ciclos
de los nutrientes, las propiedades del suelo, la incidencia de incendios y la
produccion primaria (Bubnicki et al., 2019). Dentro del objeto de este estudio,
su mayor importancia reside en su capacidad de originar diversos efectos sobre
la vegetacion, sobre todo por el consumo de especies de interés y dispersion
de semillas, por lo que son capaces de mantener la heterogeneidad estructural
del paisaje evitando la aparicion de formaciones matorralizadas o forestales
(Lopez Bao et al., 2013). Ademas de esto, el consumo de algunas especies
permite el desarrollo de otras menos dominantes (por ejemplo, las que forman
los brezales), promoviendo el aumento de la biodiversidad en los ecosistemas
que habitan (Fagundez, 2016).

El creciente abandono del ambito rural esta originando la pérdida de muchos
usos del territorio, con efectos sobre el paisaje y pérdida de la biodiversidad,
tanto animal como vegetal (EEA, 2004). En este contexto, los beneficios del
retorno de los grandes herbivoros a estos habitats podrian suponer una
reversién o freno de este proceso de pérdida, como en el caso de algunos
paises de la Unidn Europea donde se estan llevando a cabo esfuerzos de
restablecimiento de ecosistemas funcionales con diversas especies de
herbivoros (Van Wieren, 1995).

2.2 Caballo/efecto sobre habitats

La especie objeto de este estudio es el caballo salvaje (Equus ferus caballus),
también conocido tradicionalmente como “besta” en el entorno gallego. Esta se
distribuye por el norte de la Peninsula Ibérica y las lIslas Britanicas, y se
caracteriza por vivir en manadas libres en el monte (Figura 1.), con ciclos de
vida adaptados a las estaciones del medio y con poca o nula interferencia
humana. Aunque se les denomina salvajes, los individuos de los que se
extrajeron las muestras tienen duefio, pero esta forma de propiedad no incluye
la convivencia con humanos ni la dependencia de estos (Fagundez et al.,
2017).



Figura 1. Manada de caballos en los montes de Sabucedo (Foto: Laura Lagos)

Los efectos positivos de esta especie sobre los habitats son numerosos, pero 3
son de vital importancia para los ganaderos y la gestion del territorio:

1.

El caballo es capaz de alimentarse del tojo (Ulex spp), una planta
leguminosa arbustiva muy abundante en los paisajes gallegos, y que si
no se ejerce control sobre ella se expande rapidamente, sobre todo en
zonas rurales abandonadas. La presencia de este animal ayuda a
reducir la cobertura y la altura del tojo (Figura 2.), permitiendo el
desarrollo de otras especies. (Henning et al., 2017).

El pastoreo de plantas arbustivas que lleva a cabo es de vital
importancia para los habitats de brezal. En primer lugar, reduce la
invasion de tojo sobre estas formaciones, el cual es uno de los
principales problemas para la conservacion de los brezales en zonas
rurales abandonadas (Fagundez et al., 2017). En segundo lugar, y por
las mismas razones antes expuestas, ayuda a mantener o restablecer
la estructura abierta tipica de estos (Figura 3.). Por ultimo, el pastoreo
de los caballos ayuda a mantener la heterogeneidad espacial, lo que
crea oportunidades para el establecimiento de otras plantas, ademas
de incrementar la diversidad de comunidades animales en estos
habitats (Lopez Bao et al., 2013).

En relacion con su capacidad de reducir la cobertura y altura del tojo,
los caballos constituyen una herramienta natural para el control de
incendios. En zonas en las que se ha producido el abandono de los
usos tradicionales del monte, se produce un aumento de la biomasa
de esta especie vegetal, la cual es muy inflamable (Fagundez et al.



2017). El caballo es capaz de consumir hasta el 80% de la biomasa
foliar de Ulex, y, ademas de esto, también pueden controlar la
abundancia de la silva (Rubus fruticosus) y mantiene el sotobosque
limpio en zonas forestales, contribuyendo asi a la prevencion de
incendios (Lépez Bao et al., 2013).

Figura 3. Caballos salvajes en comunidad de brezal humedo (Xistral). (Foto: Laura Lagos)



2.3 Estudios de dieta mediante isotopos estables

El método usado para el analisis de las muestras recogidas es el de los
isétopos estables, y este se basa en medir la relacion entre el is6topo pesado y
el isétopo ligero de ciertos elementos (por ejemplo, C'3:C'?) en la muestra
objeto de estudio y comparada con la de un estandar (Merav y Flaherty, 2012).

La relacion entre los is6topos pesado/ligero cambia como resultado de sus
diferentes propiedades fisicas, proceso denominado “fraccionamiento
isotdpico”. Existen 2 tipos principales de fraccionamiento, el fraccionamiento de
equilibrio y el cinético. El primero ocurre cuando sustratos y productos de un
equilibrio quimico tienen diferentes relaciones isotdpicas debido a que los
isétopos pesados crean enlaces mas fuertes con el sustrato y el producto. El
segundo, que suele ser mas pronunciado, ocurre cuando un solo tipo de
molécula cambia de estado o cuando la reacciéon quimica no es reversible
(Merav y Flaherty, 2012).

Los 3 principales procesos bioldgicos que llevan al fraccionamiento isotépico
entre sustratos y productos, son la evaporacion, la transpiracion y la difusion.
Debido a que la mayoria de estos procesos biologicos estan mediados por
reacciones enzimaticas hay muy pocos sistemas que no exhiban
fraccionamiento y este esta determinado tanto por la disponibilidad de sustrato
como por las condiciones fisicas de la enzima. Debido a todo esto, la firma
isotépica de los organismos es el producto de las relaciones is6topo
pesado/ligero de los sustratos que utilizan, el tipo de estos y los procesos
fisiolégicos que emplean en la asimilacion de estas sustancias y en el
deshecho de los productos. Por ejemplo, el fraccionamiento mejor conocido es
el del carbono durante la fotosintesis. Las plantas C3 fijjan de manera
preferente CO2 rico en 'C, por lo que proporcionan valores de &'3C
empobrecidos (-35%0 a -25%0) con respecto al valor de CO2 del aire, que
actualmente es -8,44%0 (Graven et al., 2017), mientras que las plantas C4 o
CAM tienen menor preferencia por el isétopo ligero, resultando en valores
menos empobrecidos (-15%. a -11%.). Estas diferencias se pueden utilizar
como un sistema de marcadores naturales para seguir las dietas de herbivoros
y la subsecuente asimilacion de sus tejidos por depredadores (Merav y
Flaherty, 2012).

El analisis con is6topos estables tiene el potencial de convertirse en una
herramienta muy extendida para el analisis de la ecologia de los mamiferos
debido a su capacidad de determinar las caracteristicas ecoldgicas y
comportamentales de los animales. (Crawford, 2008, Boecklen et al., 2011).
Ademas, es la unica opcion que tenemos para estudiar la dieta de animales
extintos y, en muchos casos, la dieta de animales que no pueden ser
observados continuamente como, por ejemplo, los animales marinos. (Merav y
Flaherty, 2012).

Esta técnica ha sido utilizada de manera exitosa en el estudio de la toma de
decisiones alimenticias en mamiferos. Ademas, genera datos cuantitativos de
manera continua, por lo que esta aproximacion puede ser particularmente
potente en la caracterizacidon de diversos parametros de las comunidades, tales
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como el reparto de los recursos entre individuos de una especie o la dinamica
de los nutrientes en las cadenas tréficas. La resolucidon de los patrones
espaciales y temporales del uso de los recursos por parte de individuos,
ademas de intraespecificamente e interespecificamente, es de fundamental
importancia en la ecologia animal y en la biologia evolutiva, y el analisis con
isétopos estables podria convertirse en una herramienta critica en estos
campos (Crawford et al., 2008).

Ademas de todo esto, las diferencias geograficas que ocurren de manera
natural en los is6topos estables han permitido a los ecdlogos identificar
migraciones a larga escala de mamiferos. Distintos gradientes isotopicos
existen también a una escala espacial menor, lo que puede proporcionar una
resolucidn mas precisa de la ecologia espacial (Crawford et al., 2008).

Por dultimo, otros estudios han conseguido determinar de manera exitosa
variaciones en los valores isotopicos en los pelos de caballos causados por
cambios en su dieta

Estas variaciones proceden de distintos depdsitos de isotopos en estos
animales, que se equilibran exponencialmente a distinto ritmo con el aporte de
la dieta. Los resultados obtenidos sugieren la presencia de 3 grandes
almacenes isotopicos, uno con una tasa de renovacidon muy rapida
(probablemente determinado por diferentes procesos metabdlicos que tienen
lugar en el higado), otro con una tasa de renovacion intermedia (probablemente
compuesto por el higado, rindn, pancreas y el tracto gastrointestinal), y otro con
una tasa de renovacion muy lenta (probablemente compuesto por el musculo
esquelético con contribuciones menores de érganos como el musculo cardiaco
o el cerebro), siendo el primer y el ultimo los que mas contribuyen
proporcionalmente al recambio isotopico en los pelos de los caballos (Ayliffe et
al., 2004).

2.4 Proyecto

Este TFG se desarrolla dentro del proyecto LIFE IN COMMON LAND (LIFE16
NAT/ES/000707), el cual se define como un proyecto que nace para revertir
diversas amenazas que afectan a los habitats en la Serra do Xistral, de los que
destacan: el progresivo abandono de los usos tradicionales, principalmente el
pastoreo, lo que da lugar a alteraciones en la composicion y configuracion del
paisaje; la ambigledad y poca definicion en las directrices de gestidon
medioambiental, la degradacion de los habitats ligados a la actividad humana,
el cambio climatico y las dificiles condiciones de las areas de montafia que
conllevan una pérdida paulatina de la poblacién.

3. Objetivos

El objetivo de este TFG es el analisis mediante el uso de métodos isotdpicos,
de, principalmente, la dieta del caballo (Equus ferus caballus) y el uso de la
vaca (Bos taurus) como contraste para asi poder determinar el efecto que
tienen los primeros sobre la conservacion de los habitats protegidos de
matorral, asi como su impacto en la gestion del territorio y sobre el paisaje, en
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la Sierra do Xistral y en los montes de Sabucedo. El estudio se enmarca dentro
de los objetivos del proyecto LIFE IN COMMON LAND, en concreto de los
siguientes:

1. Conservacion de habitats prioritarios, para los que el caballo es clave
en su conservacion y buen estado.

2. Promocioén del uso del caballo como medida de conservacion por parte
de los propietarios de parcelas.

3. Profundizar en el conocimiento de la dieta del caballo.

4. Metodologia

4.1 Area de estudio

El material utilizado para la realizacion de este trabajo fue recogido en la sierra
do Xistral, y se utilizaron como contraste muestras de plantas y caballos
extraidas de los montes de Sabucedo (Figura 4.).

Figura 4. Ubicacién de la serra do Xistral (area de la parte superior del mapa) y del area de
estudio en los montes de Sabucedo (area de la parte inferior del mapa).

La sierra do Xistral es es un sistema abierto mixto de arbustivas-herbaceas,

donde los caballos ocupan areas extensas y homogéneas. Es un espacio
natural declarado zona especial de conservacion (ZEC), ademas, este lugar fue
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incluido en el ano 2002 en la zona nucleo de la Reserva de Biosfera Terras do
Mifio. Forma parte de la Red Natura 2000 desde el afio 2004, cuenta con una
superficie de 22.480,98 ha y se extiende por los ayuntamientos de Abadin,
Alfoz, As Pontes de Garcia Rodriguez, Cervo, Muras, Ourol, O Valadouro,
Vilalba, Viveiro y Xermade. Se caracteriza por su abundante niebla y humedad,
que permiten la existencia habitats de turbera y brezales humedos, y por la
presencia de caballos salvajes (Izco y Ramil, 2001). La gran extension de estos
dos habitats, ha motivado que este territorio haya sido calificado como el
conjunto de turberas y brezales humedos de mayor valor para la conservacion
de la biodiversidad del noroeste ibérico (www.lifeincommonland.eu/habitats).
Los diversos muestreos se realizaron en puntos a 43° 317 9 N 7°31' 34" O y
667 metros de altura (Figura 5.).
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Figura 5. Puntos de muestreo de plantas, serra do Xistral. El sombreado a color corresponde a
los ayuntamientos del area.

Los montes de Sabucedo que entran dentro del area de estudio se encuentran
aproximadamente a 48° 24’ 48” N 8° 28’ 53” O, a 630 metros de altitud maxima,
e incluidos en los ayuntamientos A Estrada, Campo Lameiros, Cuntis y
Cerdedo-Cotobade (Figura 6.). Son montes vecinales que no estan
considerados como un espacio natural protegido, donde los caballos viven en
libertad excepto en la época de a rapa das bestas. A rapa das bestas es una
fiesta declarada de interés turistico internacional en la que vecinos y visitantes
suben al monte en busca de los caballos, a los que conducen en un gran cerco
a la aldea. Entonces, se lleva a cabo “o curro”, donde las personas luchan con
los animales para dominarlos y cortarles las crines (www.rapadasbestas.gal).
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Figura 6. Puntos de muestreo de plantas, montes de Sabucedo. El area roja representa el area
de estudio, los sombreados a color los limites de los montes vecinales.

Figura 7. Toma de muestras y estima de altura de formaciones de Ulex en los montes de
Sabucedo.
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4.2 Especies

Las especies sobre las que se van a realizar los analisis isotdpicos son el
caballo (Equus ferus caballus) y la vaca (Bos taurus), siendo necesaria la
extraccion de pelo de crin de 35 individuos de la primera especie, y de 3
individuos de la segunda. El caballo es la especie sobre la que se centra el
estudio, y se ha elegido debido a su ya mencionado efecto sobre la distribucion
de los brezales. La vaca convive en estos ecosistemas con el caballo y esta
especie se caracteriza por consumir plantas herbaceas, pero no tojos, por lo
tanto, se ve afectada en la medida en que la expansién del tojo provoca una
menor extension disponible para dichos pastos (Lopez Bao, 2013).

4.3 Recogida de las muestras

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado 17 muestras de plantas
(Figura 8.) de diversas especies recogidas en las sierras de O Xistral y
Sabucedo (Figura 7.), 35 muestras de pelos de caballo de estas dos mismas
zonas, y 3 muestras de pelos de vaca procedentes de O Xistral. Estas
muestras fueron almacenadas en bolsas de papel en el caso de las plantas y
de plastico en el caso de los pelos, y debidamente etiquetadas.

Figura 8. Listado de muestras de plantas

N  Muestra Recogida Nombre Procedencia

1 X01 25/10/2018 Calluna vulgaris Xistral

2 X02 25/10/2018 Erica umbellata Xistral

3 X03 25/10/2018 Erica mackayana Xistral

4 X04 25/10/2018 Erica cinerea Xistral

5 X05 25/10/2018 Daboecia cantabrica Xistral

6 X06 25/10/2018 Agrostis canina Xistral

7 X07 25/10/2018 Agrostis curtisii Xistral

8 X08 25/10/2018 Molinia caerulea Xistral

9 X09 15/11/2018 Ulex gallii Xistral
10 S01 25/09/2018 Calluna vulgaris Sabucedo
11 S02 25/09/2018 Daboecia cantabrica Sabucedo
12 S03 25/09/2018 Erica cinerea Sabucedo
13 S04 25/09/2018 Erica arborea Sabucedo
14 S05 25/09/2018 Erica ciliaris Sabucedo
15 S06 25/09/2018 Ulex europaeus Sabucedo
16 S07 25/09/2018 Ulex minor Sabucedo
17 S08 25/09/2018 Pteridium aquilinum Sabucedo
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4.4 Tratamiento de las muestras

La preparacién de las muestras vegetales en el laboratorio se llevd a cabo de la
siguiente manera:

Primero se introdujo la muestra en un matraz con agua destilada y se agité con
una varilla de vidrio para eliminar residuos. Una vez eliminados, se envolvio
con papel secante y se dejé secar en la campana extractora durante 1 dia.
Después del secado, las plantas se cortaron en pequenos fragmentos con unas
tijeras y se seleccionaron entre 200 y 300 ug de partes provenientes del tallo,
de las hojas y de las flores. Estos fragmentos se trituraron en un mortero de
agata (Figura 9.) y se introdujeron en un tubo eppendorf debidamente
etiquetado para su posterior analisis. Todo este proceso ha de realizarse con
guantes y pinzas para evitar contaminar las muestras.

Figura 9. Tojo antes antes y después del triturado

En el caso de las muestras capilares, se utilizé el siguiente método:

Se selecciond la parte central de pelos procedentes de la crin, evitando la raiz
ya que puede dar valores distintos por la presencia de diversas proteinas
distintas a la queratina. Este fragmento se introdujo en un tubo de vidrio y se
lavé con una solucién metanol/cloroformo (2:1, v/v) en un bafio de ultrasonidos
durante 1 hora para la eliminacibn de grasas (Mannel et al., 2007).
Posteriormente se cambi6 la solucion por agua y se lavo en ultrasonidos
durante 30 minutos. Por ultimo, se taparon los tubos con parafilm, se abridé un
pequefo agujero en este y se dejaron secar en la estufa a 30°C.
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4.5 Analisis isotopico

El analisis isotopico fue llevado a cabo en la Unidad de Técnicas
Instrumentales de Analisis de los Servicios de Apoio a Investigacion de la UdC
mediante mediante combustién en un analizador elemental FlashEA1112
(ThermoFinnigan) unido mediante una interfase Confloll a un espectrometro de
masas de relaciones isotépicas Deltaplus (ThermoFinnigan) con precision
10,15%o.

El espectrémetro de masas para la medida de relaciones isotépicas de isétopos
estables en muestras gaseosas separa iones del elemento de interés en
funcién de sus diferentes relaciones masa/carga (m/z). En algunos casos, los
isétopos a analizar forman parte de moléculas mono o diatomicas (N2),
mientras que, en otros, el elemento de interés forma parte de una molécula o
matriz compleja, siendo necesario entonces emplear sistemas de preparaciéon
de muestras que permitan disponer del elemento en forma de gas antes del
analisis. Las medidas realizadas dan informacién de la abundancia isotdpica
relativa (enriquecimiento o “delta”), comparada con una referencia o patrén. En
el espectrometro de masas se medira la relacién entre las sefiales generadas
por los haces idnicos correspondientes a los is6topos ligero y pesado de la
muestra y de la referencia. Los materiales de referencia empleados poseen una
abundancia isotdpica y composicién elemental similar a los valores esperados
para las muestras. La comparacion diferencial entre muestras y patrones
proporciona una gran precision y repetibilidad en el tiempo, lo que permite la
determinacion de diferencias muy pequenas en la composicidn isotdpica de dos
muestras.

En el analisis de is6topos estables tanto los sistemas de preparacion e
introduccidén de muestras como la optica idnica estan especialmente disefiados
para medir con extrema precision pequefiisimas variaciones en la relacion
isotopica de determinados elementos. Las muestras a analizar deben
presentarse al espectrometro de masas en forma de gas puro. Ademas, sera
necesaria una instrumentacidon que permita la introduccion secuencial y
sucesiva de volumenes de muestra y de referencia que produzcan niveles de
sefal comparables.

La optica idnica de los espectrémetros de masas de analisis isotdpico consiste
en:

fuente de ionizacion de impacto electronico

tubo de vuelo

analizador magnético

sistema multicolector

Se emplean analizadores magnéticos de simple o doble enfoque para
conseguir una gran dispersion en un pequeifio dominio de masas. El campo
magnético se mantiene fijo y al final de la trayectoria de cada haz iénico de
interés se colocan colectores multiples de copa de Faraday. Dado que la
medida a realizar debe ser extremadamente precisa, se utilizan rendijas
estrechas en la fuente y anchas en el colector para obtener picos anchos y
planos en los que se pueda medir con gran exactitud la altura de la sefal.
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Los rayos resultantes se recogen al final del tubo creando una pequefia
corriente eléctrica que es medida por un ordenador, dandonos el resultado.
Para obtener resultados fiables debemos evitar la contaminacion y evitar los
cambios en las relaciones entre isétopos derivadas de la manipulacion de las
muestras.

Los resultados del analisis se expresan en notacion © (delta), que expresa la
diferencia de la relacion isotopica de la muestra con respecto a un estandar
para que los datos puedan ser comparables. La féormula que se utiliza para el
célculo de este es la siguiente:

Rmuestra — Restandar
5X = _ 1000
Restandar

El 6X se corresponde con la variacién de la relacion isétopo pesado/ligero del
elemento que estamos analizando, R muestra es la relacion isotdpica de la
muestra y R estandar, el del estandar, y las unidades de medida son partes por
mil.

Los estandares utilizados son Vienna Peedee Belemnite (VPDB; &'3C) y
nitrogeno atmosférico (AIR; &'°N). Debido a que VPDB deriva de roca caliza
sedimentaria, contiene altos niveles de C'3, por lo que la mayoria de las
muestras estaran agotadas en comparacion con este y estaran expresadas en
valores negativos. En el caso de AIR, esta deriva del nitrdgeno atmosférico asi
que las muestras estaran enriquecidas en comparacién con este, ya no lo
toman del aire directamente sino a partir del N disponible en el suelo, fruto de la
actividad bacteriana; esa actividad conlleva ya un fraccionamiento por lo que se
obtienen valores positivos.

En este estudio, el primer paso fue el analisis isotopico de todas las fuentes
recogidas de alimentos de caballo y vaca para establecer que todas sus
fuentes sean isotopicamente unicas. El siguiente paso fue tener en cuenta los
factores tréficos de discriminacion (los efectos de la asimilacién y excrecion en
las relaciones isotdpicas), los cuales para 3'3C VPDV son 1.8-3.4%. (media
2.6%0 + 0.6%o desviacion estandar) y para 8'°N AIR (%o) son (+2.1%o0-3.6%o)
(Mannel et al., 2007). Hay que tener en cuenta que, segun sugieren la gran
cantidad de analisis y experimentos sobre este tema, estos factores de
discriminacion no son universales, ya que dependen del tamafo del animal, su
edad, estado nutricional, si es herbivoro, omnivoro o carnivoro, el tejido
muestreado, la composicién de macronutrientes de la dieta y la eficiencia de
asimilacion (Merav y Flaherty, 2012).

4.6 Analisis de datos

Los datos obtenidos de la crin de los caballos y vacas fueron sometidos al
siguiente analisis estadistico:
Se comprobd si los datos seguian una distribucién normal.

Se hizo un analisis de la varianza mediante el Test-f para determinar si se
podian asumir que las varianzas de 3'°N AIR y 3'3C VPDV eran iguales.
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3. Para terminar, se realizd un Test-t para muestras independientes tanto de 3'°N
AIR como de &'3C VPDV para comprobar si habia diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de estas dos variables para los caballos de
Sabucedo y del Xistral y para los caballos de Xistral y las vacas.

Ademas de esto, los datos fueron tratados para la creacion de diversas graficas
con el objetivo de realizar un estudio de esta representacién en un espacio
bidimensional.

También, se calculd la relacion atdmica C:N, el cual es un parametro que nos
indica la integridad de la queratina analizada. Mediante estudios previos, se
sabe que esta relacion, en la queratina, ha de estar entre 2,9 y 3,8 (Garcia
Vazquez, 2015).

Se calcula de la siguiente manera: (C: N at = (%C * 14),/(%N * 12)

5. Resultados

Los resultados obtenidos para las crines de caballo y vaca muestran valores
aceptables de la relacién atémico C:N, excepto en algunos casos (Tabla A1. Y
Tabla A3., Anexo)

Las muestras resaltadas en la Tabla A1. (Anexo) en color turquesa son
muestras cuyo analisis hubo de ser repetido, ya que en un primer intento dieron
valores de relacion atémica C:N inferiores a 2,9, probablemente por incluir
segmentos de la ra’iz, que contiene otras proteinas ademas de la queratina
capilar. Los resultados de estos valores anémalos se encuentran en la Tabla
A2. (Anexo).

En el caso de las muestras de especies de plantas, se obtuvieron valores de
O"SN AIR y 8'3C VPDV coherentes con lo esperado.
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5.1 Caballo y vaca
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Grafico 1. Resultados del anadlisis isotopico de los pelos de caballo.

Mediante la observacion del Grafico 1. vemos que hay diferencias entre las
vacas Y los caballos, pero, a simple vista, entre los caballos de las dos regiones
no parecen existir tales diferencias. En la Tabla 1. Podemos observar los

valores de media y desviacion tipica de los caballos, agrupados por su origen, y
las vacas.

Tabla 1. Media y desviacion tipica de caballos (segun su origen) y vacas.

O015NAIR (%o) O13CVPDV (%o)

Grupo Media SD Grupo Media SD

Xistral 3.04 0.66 Xistral -26.21 0.51
Sabucedo 2.67 0.45 Sabucedo -25.79 0.77
Vaca 4.98 0.29 Vaca -26.43 0.51

Al comprobar si los datos obtenidos siguen una distribucion normal, con un
nivel de confianza del 95%, obtenemos los siguientes p-valores:
1. Para 8'3C VPDV: P-valor caballos del Xistral=0.6409; P-valor caballos
de Sabucedo=0.9862; P-valor Vacas=0.6008
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2. Para 8N AIR: P-valor caballos del Xistral=0.1228; P-valor caballos
de Sabucedo=0.66; P-valor Vacas=0.9423

Dado que todos los valores son superiores a 0.05, en todos los casos

rechazamos la hipétesis alternativa (los datos no siguen una distribucién

normal) y aceptamos la hipétesis nula (siguen una distribucion normal)

Lo siguiente es realizar el Test-f para determinar si hay diferencias entre las

varianzas, y con un nivel de confianza del 95% los p-valores son los siguientes:
e Xistral vs Sabucedo:

1. Para 8'3C VPDV: P-valor=0.1279
2. Para 3'°N AIR: P-valor=0.3102

o Xistral vs Vaca:

1. Para 8'3C VPDV: P-valor=0.8481
2. Para 3'°N AIR: P-valor=0.3407

En todos los casos, el p-valor es superior a 0.05, por lo que rechazamos la
hipotesis alternativa (las varianzas no son iguales) y aceptamos la hipotesis
nula (varianzas iguales)
Por ultimo, realizamos el Test-t para muestras independientes, y con un nivel
de confianza del 95%, obtenemos los siguientes p-valores:

e Xistral vs Sabucedo:

1. Para &'3C VPDV: P-valor=0.08108
2. Para 8N AIR: P-valor=0.1537

Los dos p-valores son superiores a 0.05, por lo que aceptamos la hipétesis
alternativa (no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los valores de las dos variables para cada lugar (Sabucedo y el Xistral)) y
rechazamos la hipotesis nula (si que hay diferencias estadisticamente
significativas para lo antes mencionado).

e Xistral vs Vaca

1. Para &'3C VPDV: P-valor=0.4746
2. Para 8'°N AIR: P-valor=0.00002827

El p-valor de 8'3C VPDV es superior a 0.05, por lo que aceptamos la hipotesis
alternativa (no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de 5'3C VPDV para cada animal) y rechazamos la hipétesis nula (si que hay
diferencias estadisticamente significativas para lo antes mencionado).

El p-valor de "N AIR es inferior a 0.05, por lo que rechazamos la hipétesis
alternativa (no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de 8'N AIR para cada animal) y aceptamos la hipétesis nula (si que hay
diferencias estadisticamente significativas para esta variable).
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5.2 Plantas
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Grafico 2. Resultado del analisis isotopico de las muestras de especies de plantas.

En el Grafico 2, podemos observar que los pares de especies repetidas
presentan valores muy similares de 8'°N AIR y 8'3C VPDV, excepto en el caso
de Daboecia cantabrica que se desvia un poco en el caso del 8'3C VPDV.
Ademas de esto, se ve separacion entre los distintos grupos funcionales. Las
gramineas presentan unos valores muy extremos de 3'°N AIR, mientras que
las ericaceas presentan una gran amplitud en valores de &'3C VPDV. En la
tabla 2. podemos observar los valores de media y desviacion tipica para los
distintos grupos funcionales.

Tabla 2. Media y desviacién tipica de los distintos grupos funcionales de plantas.

O015NAIR (%o) 513CVPDV (%o)

Grupo Media SD Grupo Media SD

Erica -2.49 0.95 Erica -28.95 1.5
Gramineas -0.13 1.93 Gramineas -28.67 0.65
Ulex -0.6 0.64 Ulex -29.86 0.2
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5.3 Relacion planta-caballo
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Grafico 3. Representacion comparativa de plantas y animales muestreados

6. Discusion

Los datos obtenidos mediante las pruebas llevadas a cabo han sido clave para
el estudio de varios patrones presentes tanto en los caballos como en las
especies de plantas a través de la técnica de los isétopos estables. Esta
herramienta ha sido utilizada en otros estudios (Boecklen et.al, 2011), habiendo
obtenido también resultados satisfactorios para la determinaciéon de diversos
factores como la dieta o el nicho ecolégico, lo que lleva a pensar que el uso de
esta técnica podria ser clave en estudios similares al aqui realizado a los
mencionados.

6.1 Caballo y vaca

En el estudio grafico comparativo entre los caballos de las dos regiones y las
vacas del Xistral podemos observar algunas diferencias.

En el caso de los caballos, vemos que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de 815N AIR y 8'3C VPDV entre las dos regiones
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(Xistral y Sabucedo), por lo que podemos asumir que sus fuentes de C y N son
similares.

Las diferencias las encontramos entre los caballos de las dos regiones y las 3
muestras de vaca. En este caso no se observan diferencias estadisticamente
significativas en los valores de &'3C VPDV, pero cuando nos fijamos en los
valores de &'”N AIR encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos, por lo que podemos asumir que sus fuentes de N son
distintas. Las posibles razones de estas diferencias se explicaran en el
apartado de relacion planta-caballo

6.2 Plantas

Se observa que los distintos grupos funcionales se agrupan en unos rangos de
valores similares, como se puede ver en el caso de las ericaceas y los distintos
Ulex que tienen unos &'°N AIR y 8'3C VPDV muy parecidos entre las distintas
especies de un mismo grupo. Las gramineas parecen presentar una mayor
variabilidad atendiendo a las diferencias entre las dos especies de Agrostis,
mientras que el helecho Pteridium aquilinum tiene unos valores muy distintos al
resto de grupos.

Dentro de las dos poblaciones distintas de ericaceas no se puede establecer
una distincion entre las plantas de Sabucedo y el Xistral, ya que las distintas
especies apenas presentan diferencias de §'°N AIR y §'3C VPDV, ocurriendo lo
mismo con los distintos Ulex.

Los valores bajos de 8'N AIR dentro del grupo de las ericaceas podrian
deberse al tipo particular de micorrizas que forman (micorrizas ericoides). El
tipo de micorriza parece influenciar los valores de 8'°N AIR, siendo estos mas
altos en plantas que no forman micorrizas (como Ulex) o que forman
ectomicorrizas o endomicorrizas (como las gramineas) que en las ericaceas
que forman las micorrizas ericoides (Hobbie y Hogberg, 2012).

Por ultimo, los datos sobre plantas no parecen ser suficientes, ya que, en
algunos casos, como por ejemplo en las gramineas, obtenemos puntos muy
dispersos, por lo que seria conveniente el analisis de un mayor numero de
muestras de plantas.

6.3 Relacion planta-caballo

Por ultimo, tenemos el estudio comparativo entre la dieta de vacas y caballos.
Lo primero seria determinar el salto tréfico (trophic offset) entre dieta y
queratina tanto para el C como para el N. Como se menciond anteriormente,
este suele estar entre 1-3 %.. En este caso, la bibliografia nos dice que el salto
trofico en grandes mamiferos herbivoros para &'3C VPDV es: 1.8-3.4%o. (media
2.6%0 + 0.6%0 desviacidén estandar) y para 3'°N AIR (%o) es: (+2.1%o0-3.6%o)
(Mannel et al., 2007).

Segun esta informacién y, basandonos en los datos obtenidos, se puede
observar que las vacas parecen alimentarse de mas gramineas que los
caballos. Los resultados también indican que ninguno de los dos, vaca o
caballo, parece que incorporen en su dieta muchas ericaceas; ademas de esto,
parece corroborar que el caballo si que incluye tojos en su dieta (algunos, los
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de 815N mas bajo, seguramente en mayor proporcion que los demas) mientras
que la vaca dificilmente se alimenta de este grupo funcional.

7.

Conclusiones

No se encontraron diferencias entre la dieta de los caballos del Xistral
con los de Sabucedo a pesar de la existencia de distinta vegetacion y
clima en ambas localizaciones. Entre caballos y vacas, no se observaron
diferencias en el 8'3C VPDV, pero si en el 8'°N AIR, lo que indica que
tienen distintas fuentes de nitrégeno.

Los distintos grupos funcionales de plantas se agrupan en valores
similares de 3'°N AIR y 3'3C VPDV para sus distintas especies.

En las especies de plantas que se realizaron por duplicado, no se
observaron diferencias atendiendo a su lugar de procedencia (Xistral o
Sabucedo)

Las vacas parecen consumir mas gramineas que los caballos, que
muestran un mayor aporte de tojo. Ninguno de los dos parece incorporar
ericaceas en su dieta en una proporciéon apreciable.

Conclusions

No differences were found between the diet of the Xistral and Sabucedo
wild ponies despite the differences in climate and vegetation between
both places. Between wild ponies and cows, no differences were
observed in 8'3C VPDV, but they existed in the case of 8'°N AIR, which
indicates separate sources of nitrogen.

Distinct functional groups of plants have similar values of 8N AIR and
5'3C VPDV between group species.

In duplicated plant species, no differences were observed attending to
their place of origin (Xistral or Sabucedo).

Cows seem to consume more grass than wild ponies, that shows a
higher contribution from gorse. Neither of them seems to incorporate
heaths in their diet in a significant proportion.

Conclusions

Non se encontraron diferencias entre a dieta dos cabalos do Xistral cos
de Sabucedo a pesar da existencia de distinta vexetacion e clima en
ambas localizacions. Entre cabalos e vacas, non se observaron
diferencias no &'3C VPDV, pero si no 8'°N AIR, o que indica que tefien
distintas fontes de nitroxeno.

Os distintos grupos funciondis de plantas agrupanse en valores
semellantes de 3'°N AIR e 8'3C VPDV para as suas distintas especies.
Nas especies de plantas que se realizaron por duplicado, non se
observaron diferencias atendendo ao seu lugar de procedencia (Xistral e
Sabucedo).
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e As vacas parecen consumir mais gramineas que os cabalos, que
mostran un maior aporte de toxo. Ningun deles parece incorporar
ericaceas na sua dieta nunha proporcion apreciable.
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9. Anexo

Tabla A1. Resultados del analisis isotopico de crines de caballos /vacas

Mostra
X01
X02
X03
X04
X05
X06
X07
X08
X09
X10
X11
X12

X22
X23
X24
X26
X27
X28
XV02
SAB02
SAB04
SAB05
SAB06
SAB08
SAB09

Todita
Elena

Especie
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus

Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Bos taurus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus

Bos taurus
Bos taurus

%N
14.8
14.8
14.8
14.9
14.8
14.8
15.0
14.7
147
14.8
14.8
14.8

174
175
173
145
16.3
14.8
16.6
15.9
16.2
16.3
17.7
18.3
19.6

144
143

5'°NAIR (%)
23
2.9
2.3
25
35
35
38
39
22
44
2.1
3.0

4.0
25
25
3.1
3.2
25
47
2.8
2.7
3.0
24
21
2.9

5.3
5.0

%C
443
440
439
44.2
441
435
44.2
442
43.8
443
444
44.0

46.9
46.0
452
454
46.3
46.8
459
45.9
46.6
46.4
46.1
454
471

442
442

5'3CVPDV (%)
-25.9
-25.9
-25.9
-26.4
-26.6
-25.8
-25.8
-26.2
-26.1
-26.9
-26.8
-26.5

-26.5
-26.6
-26.6
-25.2
-26.0
-25.1
-25.9
-25.3
-26.1
-26.0
-25.3
-24.5
-26.4

-26.8
-26.5

Tabla A2. Valores no validos de relacion C:N en muestras de pelo de crin

Mostra
X13
X14
X15
X16
X17
X18
X19
X20

SAB10

SAB12

Especie
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus
Equus caballus

%N
26.5
23.8
254
27.7
26.6
281
240
239
210
220

5"NAIR (%)
2.6
3.0
3.0
2.9
2.5
24
2.3
25
3.0
2.1

%C
451
43.8
43.3
43.8
444
43.3
42.7
44.5
45.9
453

5'°CVPDV (%o)
-26.7
256
-26.0
-26.1
-26.4
-25.9
-26.7
-27.0
274
-25.7

C:Nat

3.49
347
3.46
3.46
3.48
3.43
3.44
3.51
3.48
3.49
3.50
3.47

3.14
3.07
3.05
3.65
3.31
3.69
3.23
3.37
3.36
3.32
3.04
2.89
2.80

3.60
3.60

C:N at
1.99
215
1.99
1.84
1.95
1.80
2.08
217
2.55
240




Tabla A3. Resultados del andlisis isotopico de las especies de plantas

Mostra & "Nar (%) | 5 “Cveov (%) Media 5 15NAIR (%) Media 5 Cyeov (%) | Especie

01 -3.0 -30.0
-3.1 -30.0 -3.06 -29.97 Calluna vulgaris
-1.5 -31.5

S02 1.7 -31.7 -1.61 -31.60 Daboecia cantabrica
-2.9 -29.5

=l -2.8 -29.6 -2.89 -29.56 Erica cinerea
-0.8 -26.2

S04 -1.1 -26.3 -0.96 -26.25 Erica arborea
-1.2 -27.1

<9 -1.1 -27.4 -1.13 -27.24 Erica ciliaris
-0.7 -30.0

Sl08 -0.8 -29.9 -0.71 -29.97 Ulex europaeus
-1.3 -29.6

=l -1.1 -29.6 -1.18 -29.62 Ulex minor

08 2.2 -26.9
2.3 -26.8 2.23 -26.87 Pteridium aquilinum

X01 2.7 -29.8
2.7 -29.8 2.73 -29.82 calluna vulgaris
-3.3 -28.2

X02 -3.2 -28.1 -3.23 -28.15 Erica umbellata

X03 -3.7 -28.4
-3.7 -28.5 -3.67 -28.47 Erica mackayana
-3.3 -29.2

i -3.3 -29.1 -3.27 -29.15 Erica cinerea

X05 -2.3 -294
-2.3 -29.3 -2.31 -29.31 Daboecia cantabrica
14 -27.9

R 1.3 -27.9 1.35 -27.92 Agrostis canina
2.2 -28.9

X7 2.4 -29.0 -2.31 -28.96 Agrostis curtisii
0.7 -29.2

A8 0.5 -29.1 0.57 -29.12 Molinia caerulea
0.2 -29.9

X09 0.0 -30.0 0.09 -29.98 Ulex galli
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