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RESUMEN

HUERTA LOZANQ BELEM DE JESUS :  Anilisis del polimorfismo en la regién
D-Loop del DNA mitocondrial y el posible origen del cerdo criollo mexicano (Sus
screfa). Bajo la direccién del Dr. Rogelio A. Alonso Morales.

El cerdo criollo Mexicano esta representado principalmente por tres variedades (El cerdo
pelon mexicano, €l cerdo pata de mula y el cuino). Las poblaciones de cerdos que ain
existen, se encuentran distribuidas en las costas del pacifico, el golfo y el sureste
Mexicano. El cerdo criollo Mexicano normalinente es explotado en condiciones rusticas
y sin ningun control de seleccion. Posiblemente por que son considerados como
variedades no mejoradas y debido a que poseen pocos atributos comerciales, este tipo de
cerdos se encuentran en peligro de extincion Sin embargo, son cerdos que en nuestro
Pais han sido criados por mas de 400 afios en situaciones extremas, por lo que de manera
natural se han adaptado a diversas condiciones ecoldgicas. Actualmente se desconoce,
qué tanta diversidad genética existe entre las distintas poblaciones de cerdo criollo;
ademas de no existir datos acerca de que tan parecidas o distantes son de otras razas de
cerdos mejoradas. Asi mismo, existen muchas dudas sobre su origen.

El objetivo de este trabajo, fue analizar por medio de! DNA mitocondrial 1a diversidad
genética v €l posible origen del cerdo cricllo mexicano. Para esto, se punificé DNA
gendmico de ocho cerdos pelon mexicano, un cerdo cuing y un cerdo pata de mula de
diferentes regiones peograficas del pais, asi como la de un cerdo vietnamita. Mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se amplificéd un fragmento de
270pb  correspondiente a la regidn mas informativa del DNA mitocondrial.
Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron clonados y secuenciados.

Las secuencias analizadas revelaron 7 haplotipos diferentes, indicando que estas
poblaciones de cerdos presentan altos niveles de diversidad genética. El analisis de las
relaciones filogenéticas en estas variedades determinaron un origen diverso, va que 2 de
los haplotipos encontrados fueron similares a razas asiaticas (Satsuma y Vietnamita) y 5
a razas Europeas, dentro de los cuales, uno fue idéntico al descrito anteriormente en la
raza Duroc, otro fue igual al cerdo miniatura de Yucatin y 3 haplotipos resultaron ser
tinicos dentro de las poblaciones de cerdo criollo mexicano.

Este trabajo en una forma preliminar, permite concluir que el origen de las poblaciones
de cerdos criollos Mexicanos es tanto asiatico como europeo y que estas poblaciones
poseen altos niveles de diversidad genética ~
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I. INTRODUCCION

La porcicultura constituye una de las principales fuentes alimenticias a nivel mundial, la carne
de cerdo es un excelente almacén de proteinas, vitaminas, minerales y grasa. Actualmente, en
Meéxico se producen 960 mil toneladas de carne de cerdo al afio, contribuyendo en gran medida

al bienestar humano.

El cerdo es un vertebrado que pertenece a la clase Mammalia (mamiferos), subclase Theria
{viviparos), orden artiodactyla (con pezufia y nimero par de dedos), poseen cuatro dedos en
las extremidades, de los cuales, solo los dos centrales sirven de apoyo, mientras que los otros
dos se encuentran reducidos (Vazquez, 1973; Orr, 1974, Flores y Agraz, 1979). Se incluyen en
la Familia de los Suideos, en ella se encuentra el genero Sws; que incluye varias especies como
Sus scrofa (cerdo doméstico), Sus cristatus (jabali indico)} y Sws barbatus (jabali barbudo). Los
diversos géneros de esta familia se han desarrollado, adaptandose a las particularidades propias

del medio en el que habitan (Orr, 1974).

A partir de la especie Sus scrofa, se han originado todas las razas de cerdos modernos que
aunque presentan diferencias morfologicas; todas ellas han sido seleccionadas por sus
caracteristicas productivas como la rapidez de crecimiento, prolificidad, carne magra. entre

otras.

En Meéxico, las razas porcinas comerciales mas difundidas son de tipo Europeo {(Duroc,
Hampshire, Yorkshire , Landrace, etc.). No obstante a esto, aun prevalecen en algunas regiones
tropicales las variedades criollas o locales como el cerdo pelon mexicano. el cuino y el cerdo

pata de mula.



De estas variedades, [a mas estudiada es el Cerdo pelon mexicano, el cual se caracteriza por
presentar poco pelo en la superficie corporal o bien carecer de él (Robles, 1967; Baldizon,
1971, Castro, 1981; Cenobio, 1993. Rojas, 1993), haciéndolo menos susceptibles a la
infestacion por ectoparasitos, como los piojos que son comunes en las zonas donde estos
animales se desarrollan (Castro, 1981). Su piel es de color gris pizarra 0 negro con arnugas en
la region maxilar, abdominal y del cuello, por el color de piel, no se observan casos de
fotosensibilizacion o eritema solar como es comin en ias razas de color claro (Robles, 1967,

Cenobio, 1993),

Morfologicamente son muy heterogéneos, pero se ha reportado que los cerdos adultos alcanzan
una alzada promedio de 60cm (Robles, 1967; Castro, 1981), cabeza alargada con un perfil
subconcavo, cara larga y afilada, hocico estrecho y rectilineo, los ojos son grandes, orejas de
tamafio medio, dirigidas hacia adelante y hacia abajo tapando ligeramente los ojos (Robles,
1967; Baldizon, 1971; Flores y Agraz, 1979; Castro, 198!; Cenobio, 1993), su dorso es
rectilineo, el tren posterior es mas alto que el anterior (Robles, 1967, Cenobio, 1993), grupa
caida con poco desarrollo muscular (Baldizon, 1971; Flores y Agraz, 1979; Castro, 1981;

Cenobio, 1993; Rojas, 1993).

Con lo que respecta al cerdo pata de mula, este se caracteriza principalmente por presentar
sindactilia, debido a que sus patas no tienen separacion interdigital y el casco esta formado en
ocasiones por una sola unidad bien marcada o en muchas veces con rudimentos de la otra
pezufia, incluso en un mismo animal {Flores y Agraz, 1979). Presenta una talla mediana menor
a la del cerdo pelén, su perfil es concavo. vrejas medianas de preferencia caidas, el hocico es
ligeramente rectilineo, cuerpo cubierto de pelos generaimente rizados y presentan coloracién

variable (Flores y Agraz, 1979).

El Cuinp es de alzada pequeifia pero robusto, presenta papada en regiones laterales e infertor, el
cuello es corto bien implantade al tronco, trompa corta y pequeidia, acumulan gran cantidad de
grasa en 1odo su cuerpo, perfil céncavo o con tendencia a rectilineo en algunos animales

(Flores y Agraz, 1979).



1.1. Distribucidn

Actualmente estos tres biotipos de cerdos (pata de mula, pelon y cuino) se localizan en el Golfo
y costas del Pacifico de México: Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatin, Nayarit, Jalisco,
Colima, Michoacin, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Robles, 1967; Flores y Agraz, 1979; Castro,
1981; Cenobio, 1993; Cardenas, 1996). Son cerdos que en algunos casos viven de forma
silvestre, pero cominmente son criados de forma rustica, alimentandose de plantas forrajeras,
frutas, raices, tubérculos y subproductos agricolas. Estas poblaciones han sido criadas sin
programas de cruzamiento sisternatizado y ocasionalmente, son explotados bajo un sistema de
pastoreo poco tecnificado, sin manejo preventivo contra las enfermedades mas comunes de la
region. Se ha documentado que en epizootias de fiebre porcina clasica, hay gran cantidad de
cerdos muertos, pero también algunos sobreviven, por consiguiente, es probable que estos
cerdos presenten resistencia a las enfermedades de manera natural, siendo esta una de las
causas principales para que hayan subsistido durante muchas generaciones sin vacunacion

alguna (Baldizon, 1971; Cardenas, 1996).

1.2. Origen

E] origen del cerdo criollo no es claro, se piensa que fue originado a partir de especimenes
introducidos por los espafioles, durante los primeros afios de la conquista en nuesiro Pais;
posiblemente sean una mezcla de cerdos de tipo Ibérico, Céltico y Napolitano con cerdos de
tipo asiatico, provenientes del Japon o de las Filipinas. Sin embargo, Medina (1965) reportd en
un estudio antropologico, 1a existencia de restos de un craneo en la zona del pedregal de San
Angel, perteneciente al penodo preclisico, que se remontan a épocas anteriores a la llegada de
los espafioles, lo que hace sospechar de la existencta autdctona de esta especie (Baldizon, 1971;

Cardenas, 1996).

1.3. Conservacion

Como consecuencia de la constante introduccion de razas mejoradas de cerdos en el pais, han

hecho que el cerdo criollo mexicano esté en peligro de desaparecer como grupo genético puro.



Esto se debe principalmente a que son considerados por los porcicultores como variedades
corrientes, no mejoradas y sin atributos comerciales, Recientemente, el sistema de informacion
de la diversidad en animales  domésticos (DAD-IS) de la FAQ
{hup #/www fao org/dadisfindex htm), ha considerado estas tres variedades (el cerdo pelon
mexicano, el cuino y el pata de mula) en peligro de extincion; por ejemplo, se menciona que el
cuino esta en estado critico con menos de 100 individuos. No obstante, la FAQ no reporta

ningdn programa de conservacion para estas variedades.

Poco se conoce sobre la diversidad genética existente en ¢l cerdo criollo mexicano. No se sabe
qué tan homogéneos son entre los distintos grupos poblacionales de las diferentes regiones
geograficas. Ni se tienen datos acerca de qué tan parecidas o distantes son estas variedades de

las razas comerciales. Por igual, existen muchas dudas sobre su origen.

Diversos estudios genéticos recientes en cerdos comerciales, indican que se ha ejercido una
presion de seleccion muy intensa, de forma que la diversidad genética en las poblaciones
comerciales se ha reducido notablemente (Fujti ¢f af., 1991). Se ha reportado que mutaciones
genéticas indeseables como ia hipertermia maligna o sindrome de estrés porcino, estd presente
en el 20% de las poblaciones americanas y canadienses (Fujii ¢/ af., 1991; O’Brien et af., 1993),
Esta reduccion genética en los germoplasmas comerciales resalta ain mas la importancia de las
variedades nativas de cerdos como el criollo mexicano que pueden representar reservorios de
diversidad genélica que darian la posibilidad de enriquecer y renovar en un futuro el

germoplasma comercial del cerdo.

Por lo tanto. para conservar estas variedades en peligro de extincion, se requiere conocer la
diversidad genética que presentan, tomando en cuenta que son un patrimonio URico no

renovable

Si la diversidad es grande, entonces méas de un grupo poblacional serd requerido como fuente
para preservarse, en cambio, si es reducida entre los diversos grupos conservando individuos

provenientes de un sélo grupo, seria suficiente para garantizar su preservacion.



1.4. Diversidad genética

El polimorfismo da como resultado la diversidad genética, que se describe como la variacion en
fa constitucion genética existente entre y dentro de poblaciones, esta variacion se debe a
cambios en la secuencia de nucledtidos en el DNA que se dan por mutaciones tales como:
deleciones (eliminaciéon de nucledtidos), insercion (adicion de nucledtidos), traslocaciones
{cambio en la posicion de un segmento de un cromosoma dentro de el mismo o con oo

cromiosoma) o inversiones (inversion de un segmento en un cromosoma).

La variabilidad genética es un fendmeno comiin en la naturaleza y es la materia prima de la
evolucion de los organismos; se puede observar a nivel de poblacién, en donde se encuentran

diferencias en las frecuencias alélicas de los diferentes loci entre los grupos.

Con ¢l advenimiento de técnicas en biologia molecular, es posible utilizar gran cantidad de
recursos metodologicos para evaluar el grado de diversidad y las distancias genéticas dentro de

una poblacion determinada.

Unas de estas metodologias, es el uso de marcadores genéticos que pueden ser morfologicos o
moleculares. Los morfologicos se basan en las caracteristicas fenotipicas del organismo como:
tamafio, color, forma etc. Desafortunadamente, estos marcadores son afectados por
condiciones ambientales que pueden enmascarar el efecto del gen o genes de interés. Ademas

es frecuente observar epistasis, es decir, que un gen puede enmascarar la accion de otro gen.

Los marcadores moleculares tienen ventajas en algunos casos sobre los morfoldgicos, ya que
no son afectados por condiciones ambientales y presentan codominancia, permitiendo asi, la
identificacion de todos los posibles genotipos. Los marcadores moleculares se dividen en

proteicos y de DNA.

Los proteicos se basan en la evolucion de enzimas activas que son separadas por electroforesis

en geles no desnaturalizantes de agarosa y acrilamida. Los cambios en la composicion de



aminoacidos y en la estructura pueden alterar la movilidad electroforética de la enzima. lo que
permite observar la diversidad de enzimas en los diferentes individuos. Las desventajas de estos
marcadores son muchas, por ejemplo, se requiere de procedimientos de extraccion y de tincion
especificos para cada sistema enzimatico, por lo que el niimero de marcadores que se obtiene es

insuficiente porque presentan poco polimorfismo

Entre los marcadores de DINA, se encuentran los RFLP's, (del Inglés “Restriction Fragment
Lenght Polymorphism”), minisatélites, microsatélites, y ¢l DNA mitocondrial (DNAmt). La
variacion natural de estos se puede detectar por medio de enzimas de restriccion, amplificacion
por la reaccién en cadena de !a polimerasa (PCR del Inglés “Polymerase Chain Reaction™) y

secuenciacion directa de los nucleotidos del DNA.

Los RFLPs involucran la purificacion del DNA de un individuo y su digestidn con enzimas de
restriccion para formar una mezcla de fragmentos que difieren en su longitud de acuerde a la
distribucién especifica de los sitios de corte, a través de la molécula de DNA. Los fragmentos
son separados con base en su longitud por electroforesis en geles de agarosa o acrilamida. El
andlisis de los fragmentos se lleva acabo mediante fa técnica denominada “Southern blot” que
consiste en transferir los fragmentos del gel a un filtro 0 membrana y posteriormente son
hibridados comunmente con un fragmento de DNA marcado (sonda radiactiva) que

reconoceran secuencias especificas del DNA. Los fragmentos son visualizados por

autorradiografia.

Los minisatélites y microsatélites son secuencias de DNA altamente repetidas de baja
complejidad, organizadas en tandem y dispersas en todo el genoma. Estas secuencias se
caracterizan por presentar un extenso polimorfismo genético. debido a la variacion en el
nimero de repetidos presentes, por eso son también conocidas como variantes en el numero de
repetidos en tandem (VNTR's). La unidad de repeticion en los minisatélites es de 9-64 pares de
bases (pb). que llegan a extenderse por varios kilobases {kb) La manera de revelar el
polimorfismo en los minisatélites, es por medio de experimentos tipo Southern; muchas veces al

utilizar los minisatélites como sonda. se generan bandas sumamente polimorficas y en su



conjunto forman patrones exclusivos de un individuo, a esto se le ha denominado huellas
digitales del DNA o “DNA fingerprints”. En los microsatélites, la unidad de repeticion es de 1-
Spb y llegan a extenderse por regiones no mayores a 200pb. Al igual que fos minisatélites,
cuando los microsatélites se emplean como sondas, revelan patrones tipo fingerprint. También
el polimorfismo de los microsatélites se puede detectar facilmente por PCR, donde se observa

la variacion de los repetidos dentro de una poblacion.

Otro marcador molecutar sumamente Gt} es ¢l DNAmt que se localiza en el compartimento
matricial de la mitocondria (Darnell, ef a/., 1980; Karp, 1987). En el caso de los mamiferos, es
una molécula circular con aproximadamente [6,5SKb, en comparacion con el DNAmt de
levaduras y plantas que van de cientos a miles de kilobases , esta diferencia se debe a la

variacion en el nimere de secuencias repetidas (Rus, 1993).

El DNAmt es heredado de forma malterna y no sufre recombinacion genética, por lo que todos
los descendientes de una hembra heredan la misma molécula de DNA mitocondrial,
estableciéndose un linaje materno que permite trazar el origen de los individuos y poblaciones
(Darnell er af., 1980; Lan y Shi, 1993). Por otro lado, la tasa de substitucidn nucleotidica es 10
veces mas rapida que la del DNA nuclear, lo cual incrementa el nivel de cambios en la
secuencia nucleotidica, parametros que son itiles para el estudio de diversidad genética en una

poblacion (Lan y Shi, 1993; Watanabe ¢f af., 1985, Watanabe e al., 1986).

El DNAmt contiene genes que codifican las subunidades del citocromo C oxidasa (COl, CO2.
CO3), las subunidades 6 y 8 del complejo ATPasa, cinco subunidades para la NADH
deshidrogenasa, genes que codifican varios tipos rRNAs, tRNAs y una regidn no codificante
denominada region control {conocida como D-lowp). El D-loop es tipicamente la region mas
variable del DNAmt {10 veces mayor que el resto del DNAmt), se encuentra situada entre los
genes que codifican tRNAP® y el tRNA™ y tiene una longitud de 1.3Kb. La region D-loop del
DNAmt en mamiferos, esta integrada por una serie de repetidos en tandem ilamados

RS1,RS2,RS83,RS4 y RSS, un sitic de origen de replicacion de la cadena pesada, tres bloques

-]



conservados (CSB1-CSB3) y una region central conservada que se piensa esta involucrada en

la regulacién de la replicacion (Clayton, 1982; Rus. 1993).

Debido a la alta variabilidad en ¢l DNAmt, este se ha usado como una herramienta importante
para determinar el polimorfismo y la evolucion en algunas poblaciones de cerdos, bufalos y
bovinos, mediante analisis de RFLPs y secuenciacion de la region D-loop (Watanabe et al.,

1985; Watanabe ¢f af.. 1986; Lan y Shi, 1993; Takeda ef al., 1995, Tanaka ef al., 1995).



II. HIPOTESIS Y OBRJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Debido a que las diversas poblaciones de cerdo criollo no han estado sujetas a un sistema de
seleccion controlada, se podria encontrar niveles altos diversidad genética.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo general

Estudiar la diversidad genética y posible origen del cerdo criollo mexicano (Sws scrofa)
utihzando como marcador genético, la region mas polimorfica del D-loop en el DNA
mitocondrial.

2.2.2.0bjetivos particulares

1) Clonacidn y Secuenciacion de la region mas polimorfica del )-fogp en las variedades criollas

de cerdo mexicano.

2) Analizar las relaciones filogenéticas entre las diversas variedades de cerdos criollos y algunas

razas de cerdos Europeos y Asiaticos.



Ill. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiza de acuerdo al esquema 1.

Esquema 1. Representacion esquematizada de la metodologia utilizada para la
obtencion de las secuencias de interés.

Ligacién, transformacién y
seleccion de células recombinantes

cuenciacién

Y

".Anilisis de resultados




3.1. Material biologico

Se utilizaron muestras sanguineas de cerdo criollo mexicano (8 cerdos pelon mexicano, 1 cerdo
pata de mula y 1 cerdo Cuino), pertenecientes a diferentes regiones geograficas, asi como un

cerdo de origen vietnamita.

Cuadre 1. Procedencia de las muestras de los cerdos criollos.

“IDENTIFICACION DE LA
1.CPl6 Altamirano {Guerrero)
2. CP71 Chapa de mota (Edo. De México)
3. CP80 Tabasco
4. CP132 Quiviguinta (Navarit)
5. CP1359 San Dhego (Nayarit) I
6. CP171 San Diego {Nayarit) 1
7. CP133 Tamarindo (Navarit)
I 3.criso Huajicori (Nayarit)
|l 9. CPM 185 Huajicon (Nayarit)
110. CUINO 191 Huajicori (Nayarit}
{11, CVi CERDQ VIETNAMITA Granja comercial

CP: Cerdo Pelon CV: Cerdo Viemamila CPM: Cerdo pata dc mula

3.2. Purificacion de DNA total

Se obtuvo DNA total de diferentes muestras sanguineas mediante la técnica de Bruford ef al.
{1991} (anexo 1). La integnidad del DNA se verifico por electroforesis en geles de agarosa al
1% con bromuro de etidio (anexo 2). La concentracion del DNA se determind en un

fluorémetro, de acuerdo a las instrucciones del proveedor
3.3, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)}
La reaccion en cadena de la polimerasa {PCR), consiste en la sintesis enzimatica /7 vifro de

millones de copias de un segmento especifico de DNA, cada ciclo de la reaccion consta de tres

pasos:



1. Desnaturalizacion: Separacion de cadenas complementarias del DNA blanco.

2. Alineamiento: Se realiza el aparcamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas
simples del segmento de DNA blanco desnaturalizado.

3. Extension, La DNA polimerasa adiciona deoxinucledtidos libres complementarios al DNA

blanco, resultando nuevas cadenas.

Para la amplificacion de la region mas informativa del 2-foop, se disefid un par de iniciadores:
forward 5° CATATTATTATTAATATTAC 3 y el reverse 3" TAAGGGGAAAGAGTGGGCGA 3,
los cuales se localizan en la posicién 209 y 478, respectivamente en la regién D-loop de un

cerdo Meishan (Takeda et al., 1995)

La reaccian de amplificacion se realizo, utilizando un paquete de reactivos para PCR
(BIOTECSA) adicionando las cantidades recomendadas por la casa comercial (anexo 3). Las
condiciones de amplificacion fueron: | ciclo a 94°C (3min), 30 ciclos de 94°C (30scg), 45°C-
(30seg), 72°C(imin} y 1 ciclo final de 72°C (3min}.

Los productos de PCR fueron purificados del gel, con un método de "peslas de vidrio"

implementado en el laboratorio (Boyle & Lew, 1995) (anexo 4),

3.4. Clonacion

Los fragmentos de PCR purificados se clonaron en un paquete de reactivos comercial KIT (TA
cloning, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 5). Se transformaron 3pl
de cada ligacion con 100ul de células competentes (DH 10B). previamente preparadas (anexo
6). La mezcla se incubod por 30 min. en hielo, 2 min. a 42°C y 2 min. en hielo, al término de esta
mncubacion se adicionaron 900p!l de medio luria y se dejo incubar | hora a 37°C. El volumen
transformado fue “espatulado” en cajas selectivas de agar (anexo 7) (Maniatis ef af,, 1989), y

se incubaron por toda la noche a 37°C.



La colomas recombinantes (plasmido con inserto) fueron seleccionadas en base a la ausencia de

coloracion y se recuperaron en cajas de LB ampicilina.

Con la finalidad de verificar la clonacion, se obtuvo DNA de las colonias recombinates (anexo

8) (Silhavy ef al., 1984) y fue digerido con la enzima de restriccion EcoRl {anexo 9).

3.5, Obtencion de secuencia

La secuencia de los fragmentos clonados, se obtuvo por el método de terminacion de la cadena

con dideoxinucledtidos, usando el paquete comerciat de Amplicycle (Perkin Elmer; Foster, CA
USA).

La reaccidon de secuencia se prepar® segin las instrucciones del proveedor (anexo 10), la
reaccion se trabajo por PCR, utilizando las mismas condiciones de amplificacion del fragmento

mas informativo del D-loop.

Se cargaron 3ul de cada reaccion en geles de acrilamida al 6% (anexo 11) y fueren sometidos a

electroforésis a 2000 volts, 60 watts durante hora y media.

Los geles fueron transferidos a papel filtro, secados (1 hora a 80°C) y expuestos en placas

radiograficas X-OMAT (KODAK) durante 12 horas.

3.6. Analisis de las secuencias

Se realizd un atineamiento en el programa Clustal V (Higgins ef al., 1991) entre las secuencias
de la regién mas polimorfica de! 2-loop de los cerdos criolios y la secuencia de la misma

region del )-Joop en un cerdo chino (Meishan, con nimero de Acceso DE7739).

El polimorfismo en esta region del 1-foop se analizo, observando las diferentes sustituciones

nucleotidicas a lo large de los fragmentos secuenciados de 270 bp.



3.7. Anilisis filogenético de las variedades criollas

Con el objeto de estudiar las relaciones genéticas de los cerdos criollos mexicanos, se
compararon 1as secuencias obtenidas con respecto a todas las secuencias del D-foop reportadas
en cerdos asidticos y europeos disponibles en GenBank. Los nimeros de accesion de las
secuencias que se utilizaron son: Raza Duroc: (D16483); Jabali europeo silvestre: EWBI
(AB015094), EWB3 (ABO15093); Géttingen (D16483); Jabali japones silvestre: JWBI
(D42171), JIWB2 (D42172), IWB4 (D42176), JWBS (D42174), IWB10 (D42177), JWB1}
(D42173), IWB14 (D42175), IWB39 (D42178), JWBS55 (AB015085), JWB56 (AB015084),
JWB72 (ABO15086); Raza Landrace (D42170); Raza Large White (D16483); Cerdos Meishan:
M1 (D16483), M2 (D17739); Raza New Satsuma (D42182), Ohmini (D42183) Cerdo de
Okinawa (AB015092); Cerdos de Ryukyu: Ry0 (D42184), Ryl (ABO15087), Ry2
(AB015088), Ry6 (ABO1589), Ryl0 (ABO1590), Raza Satsuma: Sat0 (D42180), Sat29
(AB015091); Cerdo miniatura de Yucatan (ABO15093).

Las relaciones filogenéticas se analizaron en un programa de computacién PHYLIP version

3.57 (Felsenstein, 1995) de la siguiente manera:

Las secuencias de DNA tanto de cerdos criollos como las secuencias de cerdos europeos y
asiaticos, se alinearon en el programa de alineamiento maltiple Clustal V (Higgins er af., 1991),
y las distancias genéticas entre las diferentes secuencias fue caleulada por el méiodo de Kimura

{1980}, empleando el programa “DNADIST” .

Con estos valores se construyé un dendograma por el método de "neighbor-joining” (Saitou y
Nei, 1987) La confiabilidad en la topologia del arbol se calculd con 1000 réplicas generadas
por el método de bootstrapping (Felsenstein, 1985), el arbol consenso se obtuvo por el método
“Majority rule”(Margush & McMorris. 1981). Finalmente, ¢! dendograma fue dibujado en el

programa Tree View, version 1.2,



V. RESULTADOS

4.1. Amplificacion

100ng de DNA proveniente de 10 variedades de cerdo criollo (8 cerdos Pelon mexicano, |
cerdo Cuino, | cerdo Pata de mula) y un cerdo de origen vietnamita, se utilizaron para
amplificar un fragmento de 270pb, correspondiente a la regidn mas polimorfica del D-loop

(figura 1).

Figura 1. Muestra de un gel de agirosa al 2% con los fragmentos amplificados
de 270bp. El carril | corresponde a In mucstra del cerdo CP16. ¢l 2
al CP132. ¢l 3 al CPIR5 v el 4 al CV1. EI PM corresponde al imarca-
dor de pesos moteculares DNApBR322/Mspl.

4.2. Clonacién y secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector pCR 2.1 Las clonas recombinantes se

digirieron con la enzima de restriccion Eco R1. La digestion dio como resultado un fragmento



de 270pb que corresponde al fragmento clonado y un fragmento de 3900pb, este Gltimo

pertenece al vector de clonacion (figura 2).

Figura 2. Patron de digestion de una clona recombinante. Eo un gef de
agaresa al 2%. Sc observa ¢l DNA de 1a clona. digenido con
la enzima Eco RI. ¢f caril | presenta los fragmentos de
270pb y de 3%Mipb. PM corresponden al mancador de pesos
molecularcs DNA pBR322/Mspl.

Las clonas recombinantes fireron secuenciadas y las secuencias obtemidas en este trabajo fueron
depositadas en fa base de datos del GeneBank, bajo los siguientes nimeros de accesién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Nimeros de acceso a GenBank para las secuencias obtenidas de los
cerdos criollos, designados por ¢l banco de genes.

o | rumemony ccse

AFOR2013
AFOR2014
AFOR201S
AFOR2016
AFOR2017

CPi32 AFORINIR

CPri6 AFO82019

CPigy AFOR2020
Cuino 191 . AFOSHI2)
CPM 185 AF1%2022

I Vietnamita (CV1) AFUR20213




La alineacién de las secuencias de los diferentes cerdos enollos con respecio al cerdo Meishan, se
presenta en la esquema 2.

Esquema 2. Alineacion de los diferentes haplotipos encontrados en la region mas informativa del
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1-lerop de cerdos criollos mexicanos. Se muestran las diferencias comparativas con la
secuencia de un cerdo de raza china (Meishan)
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Al alinear las secuencias de cerdo criollo con respecto al cerdo Meishan, se apreciaron 3 tipos
de sustituciones nucleotidicas (C por T, G por A y T por C), las cuales se presentaron en 10
sitios polimorficos diferentes (cuadro 3).

Cuadro 3. Sustituciones nucleotidicas observadas en relacion a la

secuencia del cerdo Meishan.

H_S‘icmN (bp)

NUMERO DE CAMBIOS

El nimero total de cambios observados en las tres sustituciones nucleotidicas fue de 60, dentro
de los cuales el 53.3% corresponde a la transicion de T a C, ¢! 28.3% a la transicion G-A y un

18.3% corresponde a la transicion C-T (cuadro 4)



Cuadro 4. Porcentaje representado en las sustituciones nucleotidicas.

WESUSTITUCION NUMERO DE CAMBIOS
I NUCLEOTIDICA _ TOTALES

_PORCENTAJE_ |

18.3%

28.3%

53.3%

100.0%

El anilisis de estas secuencias reveld 7 haplotipos diferentes. El porcentaje de sustitucion
nucleotidica de cada haplotipo con respecto al cerdo Meishan se observa en el cuadro §, y las
distancias genéticas entre cada haplotipo se observan en el cuadro 6.

Cuadro S. Porcentaje de sustitucion nucledtidica en cada haplotipo
en relacion a la secuencia del cerdo Meishan.

HAP CAMBIOS EN LA

' SECUENCIA

. SUSTITUCION
'[* NUCLEOTIDICA

Dt % ):
1.- CPlo, CP80O

2.-CP7I

3.-CP132

4.- CP159, Pata dc Mula,

Cuino ¥ Victnamita
5.- CPi71

6.- CP183

7.-CP 189

.0l88
.01LS 0.0112 |o

.0i88 | ¢.0226 [ 0.0188

—

a) CPsy I} Vicingm. Cunino, Pata de mula.
Los datos arriba de la diagonal. indican ¢f miimero de sustituciones nucleotidicas entre las varicda
des de cerdo criollo v loa datos por debajo de L diagonal son fas distancias genélicas entre los
entre los cerdos

1
2
3
0
0
4
G

Q




Con ¢l fin de evaluar et origen y las relaciones filogenéticas de los cerdos criollos, se
compararon secuencias de la region mas informativa del D-loop de estos animales y secuencias
de la misma region, en diversas razas de cerdo de diferente origen; asi como también, la
secuencia del D-loop de un bovino que tue utilizada como control, la cual genero un grupo
totalmente independiente de las ramas maternas de los cerdos (Figura 3).
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Figura 3.

Relaciones filogenélicas de Jos cerdos criollos mexicanos. Los valores en los
en los nodes corresponden al porcentaje de veees que sc repite la topologia
de {a rama ca 1000 réplicas. Los cerdos criollos son indicados en negritas.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El alineamiento entre las secuencias correspondientes a la region mas polimérfica del D-loop
(Takeda et af., 1995) de los cerdos criollos y la secuencia de un cerdo chino (Meishan), mostro
10 posiciones polimarficas a lo largo de las secuencias de 270pb, estos cambios revelaron 7
haplotipos diferentes en solo 11 cerdos criollos estudiados, incluyendo un cerdo vietnamita: sin
embargo, en un estudio similar realizado por Okumura ef af. (1996) donde utilizaron un
fragmento de 1055pb del D-foop, encontraron 8 haplotipos en un grupo de 40 cerdos silvestres
japoneses. La frecuencia de haplotipos mitocondriales (7/11) observada, nos sugiere que los

niveles de diversidad genética en las poblaciones de cerdo criollo estudiadas. es elevado.

En el anilisis filogenético realizado con las secuencias de los cerdos criollos y las secuencias
disponibles en la base de datos del GenBank de cerdos asiaticos europeos, reveld que existen 2
lineas maternas principale's de descendencia: una linea que origina a razas asidlicas y otra, de la
que provienen las razas europeas. Esta genealogia concuerda con la descrita recientemente por
Okumura ef al. (1995). Sin embargo, los cerdos vietnamitas se agruparon en una linea
genealogica independiente mas cercana a la rama europea de descendencia que a la asidtica.
Previamente, Lan y Shi (1993) en base a estudios de los patrones de digestion del DNA
mitocondrial, propusieron que los cerdos vietnamitas son un grupo mas cercano a las
variedades europeas que a las razas asiticas. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este
trabajo evolutivamente, apoyan la idea de que los cerdos vietnamitas y europeos se originaron

de un ancestro comun distante a los cerdos asiaticos.

En general, se observé que Jos cerdos criollos tienen diversos origenes, por ejemplo, €l cerdo

CP189 presentd un haplotipo semejante a la raza japonesa Satsuma que se agrupo en la rama
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asiatica. En cambio los cerdos CP159, cuino y pata de mula presentaron un haplotipo semejante

al cerdo vietnamita.

Es probable que el origen asidtico de los cerdos criollos presentes en el Pais, se deba a la
importacion de cerdos de diversas regiones orientales, a través de los viajes realizados por la
Nao de China que empezaron en las Gltimas décadas del siglo XV1 y terminaron en el afio de
1815 (Flores, 1977). También, se menciona que durante la conguista de nuestro Pais, los
espaiioles introdujeron de Europa, cuatro razas porcinas (Céltica, Napolitana, Ibérica y

Asiatica) que dieron origen a las variedades de cerdo criollo (Flores y Agraz, 1981).

En los haplotipos que se agruparon dentro de la rama europea, se observé que los cerdos CP16
y CPR0 tuvieron un haplotipo idéntico a la raza Duroc. Es dificil asegurarse si este haplotipo
proviene de un cruzamiento entre cerdos de la raza Duroc con cerdos criollos o es un haplotipo

ancestral compartido por los cerdos criollos.

El cerdo CP132, que provine de Nayarit, tiene un haplotipo semejante al cerdo miniatura de
Yucatan, esto no es extraho ya que el cerdo miniatura de Yucatan se origind de poblaciones
criollas de cerdos. El hecho de encontrar este haplotipo en regiones tan distantes, sugiere que
existié un amplio trifico de los cerdos criollos en el Pais. Por otro lado, los cerdos CP71,
CP171 y CP183 presentaron haplotipos iinicos. que no han sido previamente descritos en razas
comerciales por lo que muy probable sean especificos de estas variedades. Aunque hay que
considerar, que las poblaciones comerciales de cerdos han sido pobremente estudiadas y no se

conocen todos los haplotipos existentes en estas poblaciones de cerdos.

Al realizar un anélisis individual de la genealogia de los cerdos, se observd que los valores del
“bootstrap” {majority rule) en la topologia det dendograma son bajos, posiblemente esto es
debido al tamaiio relativamente pequefio de! fragmento analizade (270 pb) y a los pocos
cambios polimérficos encontrados; por lo que se sugiere emplear la regidn completa del -

loop (1 3Kb) a fin de poder encontrar una topologia més confiable.



Los resultados presentados en este trabajo indican que las poblaciones de cerdo criollo
mexicano tienen un origen diverso. Ademas se muestra que las variedades criollas son
genéticamente heterogéneas y pueden representar reservorios de diversidad genética, que en
algun momento podrian ser utilizadas como un recurso para la mejora de razas comercizles que
se desee introducir a condiciones tropicales extremas, mediante la creacion de razas sintéticas o
como punto de partida, para la seleccion de razas porcinas locales mejoradas. Sin embargo, este
trabajo es preliminar y es necesario exiender este estudio a un nimero mayor de individuos,
tanto criollos como comerciales. Y para tener una mejor idea del origen y evolucion del cerdo

Criollo Mexicano, seria importante evaluar cerdos Ibéricos y de otros paises latino americanos.
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ANEXOS

ANEXO 1: PURIFICACION DE DNA TOTAL A PARTIR DE SANGRE

Emplear 1ml de sangre y mezclar con un volumen de Hy0 dd estéril, centrifugar 5 min. a 12,000

rpm (realizar 2-3 lavados).

Resuspender el boton celular en 200ul con la solucién de lisis, afiadir RNAasa a una
concentracion final de 10ug/ml incubar por 1 hora a 37°C adicionar proteinasa K a una

concentracion de 50pg/ml dejar incubar 2 horas a 30°C y 1 hora a 65°C.

Agregar Cloruro de Sodio a una concentracion final de 2M y centrifugar 10 min. al2,000rpm

recuperar el sobrenadante.

El DNA se precipita con 2 volimenes de etano! frio al 100%, la pastilla se recupera

centrifugando 5 min. a 12,000 rpm.

Lavar 2 veces la pastilla con etanol frio al 70%. resuspender en 500u! en H20dd estéril,

cuantificar y diluir a 50ng/ul, almacenar en congelacion hasta su utilizacion.
Soluciones necesarias: Solucién de lisis: 200mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS.

RNasa (100mg/mi})
Proteinasa K (50mg/ml)
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ANEXO 2: PREPARACION DE GELES DE AGAROSA AL 1%

Colocar lgr de agarosa en 100 mi de TBE X calentar en bafio Maria hasta que la agarosa se

disuelva. Posteriormente agregar bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/mt.

Soluciones necesarias: TBE 10 X:108 urs de tris base, 55grs de acido borico,40 ml de
EDTA 05 molar pH 8 disolver y aforar a 1 litro con
agua destilada

Bromuro de etidio 10 mg/ml.: Disolver 10 mg por cada ml de agua

destilada

ANEXOQ 3: REACCION EN CADENA DE [.A POLIMERASA

DNA 50ng/l
Amortiguador (1.5Mm MgCL) 06X
Deoxinucleotidos (DaTP . Detp dGTPATTP) 2Mm

Iniciadores (10uM)

Faq polimerasa (5U/pl)
H.0 dd csterit

28



ANEXO 4: PURIFICACION DE FRAGMENTOS A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

"

Cortar la banda de interés y adicionar 3 volumenes de Yoduro de sodio (6M), incubar 10

minutos a 55°C hasta que la agarosa este completamente disuelta agregar 8l de perlas, incubar
30 min. en hielo.

Recuperar la pastilla centrifugando 3min. a 12,000 rpm, lavar la pastilla 2 veces con la solucién

de lavado, centrifugar bajo las mismas condiciones, secar la pastilla y resuspender en 50u! de
Ho0O dd estéril.

Soluciones necesarias: Yoduro de Sodio 6M

Perlas en PBS 100 mg/ml

K
e 2
=
ANEXO 5: REACCION DE LIGACION 4
L
| AN
Al
-
E o
L . <=
La reaccion de ligacion de cada muestra se preparo de la siguiente manera: Py
DNA dcl fragmento purificado (5 ng} 3l
Vector 2.1 PCR (25ng/ul)
Amortiguador de bgacién 10X

2l

T4 DNA ligasa (4U)

Ipl

H;0 dd esteril

Tl

cbp 10l
La reaccion se incubo 16 horas a 14°C.
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ANEXO 6 : PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

1.- Crecer en cinco mililitros de LB una colonia de XL 1B, incubar 2 horas a 37°C en un bafo

de agitacion

2.- Vaciar el cultivo en 100 ml de LB e incubar a 37°C hasta obtener una D.0.s50 de 0.5,

posteriormente {as células se empastillan cenirifugando a 2,500 rpm por 5 minutos a 4°C.

3.- El matenial es decantado y la pastilla es resuspendida en 30 ml de Tib 1. incubar en hielo

durante 1 hora.

4.- Centrifugar las células a 2,000 rpm por 5 min. a 4°C. y resuspender en 3 mi de Ttb 11 (1 ml
de Tih Il porcada 10 mlde Tib I ).

5.- Finalmente colocar 200p1 en tubos eppendorf'y almacenar a -70 °C,

Soluciones necesarias: Tfb 1 pH 5.8 (500ml):1.47g Kac, 4.95g MnCl,, 3.73g KCI, 0.74g
CaCl,, 60ml Glicerina. Disolver en agua todos
Jos compuestos, apstar el pH a 5.8 con acido
acético 0.2M vy esterilizar por filtracidn,
almacenar a 4°C.

Tfb [F (500ml): 1047y MOPS (disolverlo en 300ml de agua
destifada, ajustar el pH a 7 con NaOH 10M y
en seguida adicionar los demas componentes).
551g de CaCl, (100mM), 0.37g KCl 6 v
o0ml Glicerina Esterilizar por filtracion y
almacenar a 4°C

NOTA; Es importante que el CaCl, y el KOl se adicionen en forma de solucion, para evitar su

precipitacion.

Lab. Genétien Molecular, Deplo. Morfologite FPugnltud de Mesdina Vetermani v Zooteensa, UNAM

30



ANEXO 7: PREPARACION DE CAJAS LURIA/AMPICILINA

Fundir en bafio Maria el medio LB agar. enfnar hasta alcanzar una temperatura de 50°C,
adicionar ampicilina a una concentracion de 100p/ml, Xgal e IPTG, a una concentracién final

de 0.16mg/ml. Vaciar en cajas de perri y esperar a que solidifiquen.

Solucienes necesarias: MEDIO LURIA (LB) :Tripiona 10 gr, Extracto de levadura 5 gr,
Nacl 5 gr, aforar a | litro con agua y

esterilizar por autoclave.

NOTA: Para el LB agar adicionar 15 gr de

Bactoagar por cada litro de medio.
X gal 20 mg/ml
IPTG 20mg/ml

Ampicilina 100mg/mi

ANEXO 8 : PURIFICACION RAPIDA DE DNA DE PLASMIDO

1.-Sembrar en 3 ml de LB una colonia e incubar 37°C toda ta noche

2.-Centrifugar 5 min. a 1200rpm. resuspender la pastilla en 2004 de la solucién lisis y agregar

5ul de lisozima (50mg/ml), dejar reposar 10 min
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3 -Colocar ¢! tubo en agua hirviendo por un min . centrifugar 10 min a 1200rpm, recuperar et
sobrenadante y precipitar el DNA con 2 volumenes de etanel puro

4 -Congelar 15 mm a-70°C

5 -Recuperar el sobrenadante centrifugando 10 min a 1200rpm, secar y resuspender la pastilla

de DNA en 50ul H;O dd esteril.
Soluciones necesarias: Solucion de lisis: 8%% sacarosa, 5% triton X-100, 50 mM EDTA. 50

mM Tris-HCI pH 8

Lisozima: 100 mg/mi

ANEXO0 9 : DIGESTION PARA LA EXCISION DE FRAGMENTOS CLONADOS

ESPERMIDINA ENZIMA | . AGUA
(100mM) Eco IR |t DESTILADA:
03 Il (5 W) Chbp 25p!

Incubar la reaccion de digestion a 37°C toda la noche



ANEXO 10 : REACCION DE SECUENCIA

* Preparar una reaccidn para cada miciador.

Colocar 2pl de cada nucledtido por separado y adicionar 6 pl de la reaccion de secuencia..

21l 2ul

Ju U

ddATP.AATP  ddCTP.dCTP ddGTP.AGTP ddTTP4TTP

+

6 il de la reaccion
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ANEXO 11 : PREPARACION DEL GEE DE SECUENCIA AL 6%

Preparar un stock con los siguientes reactivos

l' o REACTIVO —CANTIDAD

TBE 10X [ 100 ml
UREA 7.8 Molar o }23439gr
ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA 4%~ 1753 ml

H,0 dd esteril

Cop 500 ml

Calentar a 55°C para disolver, pasar por un filtro de nitroceiulosa (0 45) y almacenar a 4°C.

Posteriormente por cada 50 ml de stock agiegar 250l de persulfato de amonio al 10% y 25l

de TEMED, mezclar y vertir sobre los vidrios de la camara de secuencia (OWL SCIENTIFIC

modelo 548) con TBEiX.



LISTA DE ABREVIATURAS

DNA
DNAmt
bp
chp
pH
min
mli

ul
ng
0.D.
rpm

seg

Acido desoxirribonucleico
Acido desoxirribonucleico mitocondrial
Pares de bases

Cuanto baste para

Potencial de iones hidrogeno
MINGIOS]

Mililitro

Migrolitro

NANOLIHNY

Densidad optica
Revoluciones por minuto

Segundos
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