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RESUMl:7N 

HUERTA LOZANO BELEM DE JESÚS: Análisis del polimorfismo en la región 
DwLoop del DNA mitocondrial y el posible origen del cerdo criollo mexicano (Sus 
:tc.',o[a). Bajo la dirección del DI'. f(0Ke/1O A. Alo1lsu Morales. 

El cerdo criollo Mexicano esta representado principalmente portres variedades (El cerdo 
pelón mexicano, el cerdo pata de mula y el cuino). Las poblaciones de cerdos que aún 
existen, se encuentran distribuidas en las costas del pacífico. el golfo y el sureste 
Mexicano. El cerdo criollo Mexicano normalmente es explotado en condiciones rusticas 
y sin ningún control de selección. 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 extinción Sin embargo, son cerdos que en nuestro 
País han sido criados por mas de 400 años en situaciones extremas, por lo que de manera 
natural se han adaptado a diversas condiciones ecológicas. Actualmente se desconoce, 
qué tanta diversidad genética existe entre las distintas poblaciones de cerdo criollo; 
además de no existir datos acerca de que tan p(lrecidas o distantes son de otras razas de 
cerdos mejoradas. Así mismo, existen muchas dudas sobre su origen. 

El objetivo de este trabajo, fue analizar por medio del DNA mitocondrial la diversidad 
genética y el posible origen del cerdo criollo mexicano. Para esto, se purificó DNA 
genómico de ocho cerdos pelón mexicano. un cerdo cuino y un cerdo pata de mula de 
diferentes regiones geográficas del país, asi como la de un cerdo vietnamita. Mediante la 
técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (peR), se amplificó un fragmento de 
270pb correspondiente a la región Illas informativa del DNA mitocondrial. 
Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron clonados y secuenciados. 

Las secuencias analizadas revelaron 7 haplolipos diferentes, indicando que estas 
poblaciones de cerdos presentan altos niveles de diversidad genética. El análisis de las 
relaciones filogenéticas en estas variedades determinaron un origen diverso, ya 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 Yucatán y 3 haplotipos resultaron ser 
únicos 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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l. 9IJ'lflO'DUee9ÓIJ 

La porcicultura constituye una de las principales fuentes alimenticias a nivel mundial. la carne 

de cerdo es un excelente almacén de proteínas, vitaminas, minerales y grasa. Actualmente, en 

México se producen 960 mil toneladas de carne de cerdo al año, contribuyendo en gran medida 

al bienestar humano. 

El cerdo es un vertebrado que pertenece a la clase Mammalia (mamíferos), subclase 7heria 

(viviparos), orden artiodactyla (con pezuña y número 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 (Vázquez, 1973; Orr, 1974; Flores y Agraz, 1979). Se incluyen en 

la Familia de los SUideos, en ella se encuentra el genero Sus; que incluye varias especies como 

Sus seroja (cerdo doméstico), Sus cristatlls Gabalí índico) y Sus harba/liS Gabalí barbudo). Los 

diversos géneros de esta familia se han desarrollado, adaptándose a las particularidades propias 

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

A partir de la especie Sus seroja, se han originado todas las razas de cerdos modernos que 

aunque presentan diferencias morfológicas: todas ellas han sido seleccionadas por sus 

características productivas como la rapidez de crecimiento, prolificidad, carne magra. entre 

otras. 

En México, las razas porcinas comerciales mas difundidas son de tipo Europeo (Duroc, 

Hampshire, Yorkshire, Landrace, etc.). No obstante a esto, aún prevalecen en algunas regiones 

tropicales las variedades criollas o locales como el cerdo pelón mexicano, el cuino y el cerdo 

pata de mula. 



De estas variedades, la más estudiada es el Cerdo pelón 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 

infestación por ectopárasitos, coma los piojos que son comunes en las zonas donde estos 

animales se desarrollan (Castro, 1981). Su piel es de color gris pizarra o negro con armgas en 

la región maxilar, abdominal y del cuello; por el color de piel, no se observan casos de 

fotosensibiJización o eritema solar como es comun en las razas de color claro (Robles, 1967, 

Cenobio, 1993). 

Morfológicamente 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 

subcóncavo, cara larga y afilada, hocico estrecho y rectilíneo, los ojos son grandes, orejas de 

tamaño medio. dirigidas hacia adelante y hacia abajo tapando ligeramente los ojos (Robles, 

1967; Baldizon, 1971; Flores y Agraz, 1979; Castro, 1981; Cenobio, 1993), su dorso es 

rectilíneo, el tren posterior es más 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). 

COI1 lo que respecta al cerdo pata de mula, este se caracteriza principalmente por presentar 

sindactilia. debido a que sus patas no tienen separación interdigital y el casco está formado en 

ocasiones por una sola unidad bien marcada o en muchas veces con rudimentos de la otra 

pezuña. incluso en un mismo animal (Flores y Agraz, 1979). Presenta una talla mediana menor 

a la del cerdo peJón, su perfil es cóncavo. orejas medianas de preferencia caídas, el hocico es 

ligeramente rectilíneo. cuerpo cubierto de pelos generalmente rizados y presentan coloración 

variable (Flores y Agraz, 1979). 

El Cuino es de alzada pequeña pero robusto. presenta papada en regiones laterales e inferior, el 

cuello es corto bien implantado al tronco, trompa corta y pequeña, acumulan gran cantidad de 

grasa en todo su cuerpo. perfil cóncavo o con tendencia a rectilíneo en algunos animales 

(Flores y Agraz, 1979). 
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1.1. Distribución 

Actualmente estos tres biotipos de cerdos (pata de mula, pelón y cuino) se localizan en el Golfo 

y costas del Pacifico de México: Veracruz., Tabasco. Campeche, Yucatán, Nayarit, Jalisco, 

Colima, Michoacán, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Robles, 1967; Flores y Agraz. 1979; Castro, 

1981; Cenobio. 1993; Cárdenas, 1996). Son cerdos que en algunos casos viven de forma 

silvestre, pero comúnmente son criados de forma rustir.a. alimentándose de plantas forrajeras, 

frutas, raíces, tubérculos y subproductos agrícolas. Estas poblaciones han sido criadas sin 

programas de cruzamiento sistematizado y ocasionalmente, son explotados bajo un sistema de 

pastoreo poco tecnificado, sin manejo preventivo contra las enfennedades más comunes de la 

región. Se ha documentado que en epizootias de fiebre porcina clásica, 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 vacunación 

alguna (Baldizon, 1971; Cárdenas, 1996). 

1.2. Origen 

El origen del cerdo criollo no es claro, se piensa que fue originado a partir de especímenes 

introducidos por los españoles, durante los primeros años de la conquista en nuestro País: 

posiblemente sean una mezcla de cerdos de tipo Ibérico, Céltico y Napolitano con cerdos de 

tipo asiático, provenientes del Japón o de las Filipinas. Sin embargo, Medina (1965) reportó en 

un estudio antropológico, la existencia de restos de un cráneo en la zona del pedregal de San 

Angel, perteneciente al periodo preclásico, que se remontan a épocas anteriores a la llegada de 

los españoles. 10 que hace sospechar de la existencia autóctona de esta especie (Baldizon. 1971: 

Cárdenas, 1996). 

1.3. Conservación 

Como consecuencia de la constante introducción de razas mejoradas de cerdos en el país, han 

hecho que el cerdo criollo mexicano esté en peligro de desaparecer como grupo genético puro. 
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Esto se debe principalmente a que son considerados por los porcicultores corno variedades 

corrientes, no mejoradas y sin atributos comerciales. Recientemente, el sistema de información 

de la diversidad en animales domésticos (DAD-IS) de la FAO 

(http'//www.fao.org/dadis/index.htnl), ha considerado estas tres variedades (el cerdo pelón 

mexicano, el cuino y el pata de mula) en peligro de extinción; por ejemplo, se menciona que el 

cuino esta en estado critico con menos de 100 individuos. No obstante, la F AO no reporta 

ningún programa de conservación para estas variedades. 

Poco se conoce sobre la diversidad genética existente en el cerdo criollo mexicano. No se sabe 

qué tan homogéneos son entre los distintos grupos poblacionales de las diferentes regiones 

geográficas. 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 

presión de selección muy intensa, de forma que la diversidad genética en las poblaciones 

comerciales se ha reducido notablemente (Fujii el al., 1991). Se ha reportado que mutaciones 

genéticas inde~eables como la hipertennia maligna o síndrome de estrés porcino. está presente 

en el 20% de las poblaciones americanas y canadienses (Fujii el al., 1991; O'Brien el al., 1993). 

Esta reducción genética en los germoplasmas comerciales resalta aún más la importancia de las 

variedades nativas de cerdos corno el criollo mexicano que pueden representar reservorios de 

diversidad genética que darían la posibilidad de enriquecer y renovar en un futuro el 

germoplasma comercial del cerdo. 

Por lo tanto. para conservar estas variedades en peligro de extinción, se requiere conocer la 

diversidad genética que presentan, tomando en cuenta que son un patrimonio único no 

renovable 

Si la diversidad es grande, entonces más de un grupo poblacional será requerido como fuente 

para preservarse, en cambio, si es reducida entre los diversos grupos conservando individuos 

provenientes de un sólo gmpo, sería suficiente para garantizar su preservación. 
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1.4. Diversidad genética 

El polimorfismo da como resultado la diversidad genética. que se describe como la vanación en 

la constitución genetica existente entre y dentro de poblaciones. esta variación se debe a 

cambios en la secuencia de nucleótidos en el DNA que se dan por mutaciones tales como: 

delecíones (eliminación de nucleótidos). inserción (adición de nucleótidos). traslocaciones 

(cambio en la posición de un segmento de un cromosoma dentro de el mismo o con otro 

cromosoma) o inversiones (inversión de un segmento en un cromosoma). 

La variabilidad genética es un fenómeno común en la naturaleza y es la materia prima de la 

evolución de los organismos; se puede observar a nivel de población, en donde se encuentran 

diferencias en las frecuencias a1élicas de los diferentes loci entre los grupos. 

Con el advenimiento de técnicas en biología molecular. es posible utilizar gran cantidad de 

recursos metodológicos para evaluar el grado de diversidad y las distancias genéticas dentro de 

una población determinada 

Unas de estas metodologías, es el uso de marcadores genéticos que pueden ser morfológicos o 

moleculares. Los morfológicos se basan en las características fenotípicas del organismo como: 

tamaño, color, fonna etc. Desafortunadamente, estos marcadores son afectados por 

condiciones ambientales que pueden enmascarar el efecto del gen o genes de interés. Además 

es frecuente observar epístasis, es decir, que un gen puede enmascarar la acción de otro gen. 

Los marcadores moleculares tienen ventajas en algunos casos sobre los morfológicos, ya que 

no son afectados por condiciones ambientales y presentan codorninancia. permitiendo así. la 

identificación de todos los posibles genotipos. Los marcadores moleculares se dividen en 

proteicos y de DNA. 

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

en geles no desnaturalizantes de agarosa y acrilamida. Los cambios en la composición de 
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aminoácidos 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 extracción y de tinción 

específicos para cada sistema enzimático, por lo que el número de marcadores que se obtiene es 

insuficiente porque presentan poco polimorfismo 

Entre los marcadores de DNA. se encuentran los RFLP's. (del Inglés "Restriction Fragment 

Lenght Polymorphism"), minisatélites, micrasatélites. y el DNA milOcondrial (DNArnt). La 

variación natural de estos se puede detectar por medio de enzimas de restricción, amplificación 

por la reacción en cadena de la polirnerasa (PCR del Inglés "Polyrnerase Chain Reaelion") y 

secuenciación directa de los nucleótidos del DNA. 

Los RFLPs involucran la purificación del DNA de un individuo y su digestión con enzimas de 

restricción para formar una mezcla de fragmentos que difieren en su longitud de acuerdo a la 

distribución específica 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 

análisis de los fragmentos se !leva acabo mediante la técnica denominada "Southern blof' que 

consiste en transferir los fragmentos del gel a un filtro o membrana y posteriormente son 

hibridados comunmente con un fragmento de DNA marcado (sonda radiactiva) que 

reconocerán secuencias específicas del DNA. Los fragmentos son visualizados por 

autorradiografia. 

Los minisatélites y microsatélites son secuencias de DNA altamente repetidas de baja 

complejidad, organizadas en tándem y dispersas en todo el genoma. Estas secuencias se 

caracterizan por presentar un extenso polimorfismo genético. debido a la variación en el 

número de repetidos presentes. por eso son también conocidas como variantes en el número de 

repetidos en tándem (VNTR's). La unidad de repetición 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 mini satélites. es por medio de experimentos tipo Southern; muchas veces al 

utilizar los minisatélites como sonda. ~e generan bandas sumamente polimórficas y en su 
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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 repetición es de 1-

5pb Y llegan a extenderse por regiones no mayores a 200pb. Al igual que los minisatélites, 

cuando los microsatélites se emplean como sondas. revelan patrones tipo fingerprint. También 

el polimorfismo de los microsatélites se puede detectar fácilmente por PCR, donde se observa 

la variación de los repetidos dentro de una población. 

Otro marcador molecular sumamente útil es el DNArnt que se localiza en el compartimento 

matricial de la mitocondria (DameJl, el al., 1980; Karp, 1987). En el caso de los mamíferos, es 

una molécula circular con aproximadamente 16.5Kb, en comparación con el DNArnt de 

levaduras y plantas que van de cientos a miles de kilobases , esta diferencia se debe a la 

variación en el número de secuencias repetidas (Rus, 1993). 

El DNArnt es heredado de forma materna y no sufre recombinación 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 el al., 1980; Lan y Shi, 1993). Por otro lado, la tasa de substitución nucleotídica es 10 

veces mas rápida que la del DNA nuclear, lo cual incrementa el nivel de cambios en la 

secuencia nucleotídica, parámetros que son útiles para el estudio de diversidad genética en una 

población (Lan y Shi, 1993; Watanabe el al., 1985, Watanabe el al., 1986). 

El DNArnt contiene genes que codifican las subunidades del citocromo e oxidasa (COI, C02. 

COJ), las subunidades 6 y 8 del complejo ATrasa, cinco subunídades para la NADH 

deshidrogenasa, genes que codifican varios tipos rRl"JAs. tRNAs y una región 110 codificante 

denominada región control (conocida como I>-Ioop). El D-Ioop es típicamente la región más 

variable del DNAmt (JO veces mayor que el resto del DNAmt). se encuentra situada entre los 

genes que codifican tRNAP"' y el tRNAPIn: y tiene una longitud de 1.3Kb. La región IJ-Ioop del 

DNAmt en mamiferos, está integrada por una serie de repetidos en tándem llamados 

RSI,RS2.RS3,RS4 y RSS, un sitio de origen de replicación de la cadena pesada, tres bloques 
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conservados (CSB1-CSB3) y una región central conservada que se piensa está involucrada en 

la regulación de la replicación (Clayton, 1982; Rus, 1993). 

Debido a la alta variabilidad en el DNArnt, este se ha usado como una herramienta importante 

para detenninar el polimorfismo y la evolución en algunas poblaciones de cerdos, búfalos y 

bovinos, mediante análisis de RFLPs y secuenciación de la región D-Ioop (Watanabe el al., 

1985; Watanabe el al., 1986; Lan y Shi, 1993; Takeda el al., 1995; Tanaka el al., 1995). 
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II. H9PÓCCES9S y OrJ'JECCgvOS 

2.1. HIPÓTESIS 

Debido a que las diversas poblaciones de cerdo criollo no han estado sujetas a un sistema de 

selección controlada, se podría encontrar niveles altos diversidad genética. 

2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. Objetivo general 

Estudiar la diversidad genética y posible ongen del cerdo criollo mexicano (SIIS sera/a) 

utilizando como marcador genético. la región mas polimórfica del D-Ioop en el DNA 

mitocondrial. 

2.2.2.0bjetivos particulares 

1) Clonación y Secuenciación de la región mas polimórfica del n-loop en las variedades criollas 

de cerdo mexicano. 

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

razas de cerdos Europeos y Asiáticos. 
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1Il. jVfA<CER9AC y jVfÉ<CODOS 

El estudio se realiza de acuerdo al esquema l. 

Esquema l. Representación esquematizada de la metodología utilizada para la 
obtención de las secuencias de interés. 

reacci"o de lá •• rlpn', 

"olimera,s~ (PCR) 

+ Lig"ción. transformación y 
selección de células recombinantes 

1'\ SeeueociacióD 1 

. 'Anáh~i's de resultados 
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3.1. Material biológico 

Se utilizaron muestras sanguíneas de cerdo criollo mexicano (8 cerdos pelón mexicano, I cerdo 

pata de mula y I cerdo Cuino), pertenecientes a diferentes regiones geográficas. así como un 

cerdo de origen vietnamita. 

Cuadro l. Procedencia de las muestras de los cerdos criollos. 

1. CP 16 Altamirano (Guerrero) 
2. CP71 Chapa de mota (Edo. De México) 
3. CP80 Tabasco 
4. CPI32 I OuiviQuinta (Nayarit) 
5. CPI59 San DIego (Nayarit) 
6. CPI71 San Diego (Navarit} 
7. CPIS3 Tamarindo (Navarit) 
8. CPI89 Huajicori (Nayarit) 
9. CPM 185 Hualicori (Navarit) 

10. CUINO 191 Huajicori (Nayarit) 
11. CV 1 CERDO VIETNAMITA Granla comercial 

CP. Cerdo Pelón ev. Cerdo VlclnaulIla CPM: Cerdo pala de muja 

3.2. Purificación de DNA total 

Se obtuvo DNA total de diferentes muestras sanguineas mediante la técnica de Bruford el al. 

(1991) (anexo 1). La integridad del DNA se verificó por e1ectroforesis en geles de agarosa al 

1% con bromuro de etidio (anexo 2). La concentración del DNA se detenninó en un 

fluorómetro, de acuerdo a las instrucciones del proveedor 

3.3. Reacción en Cadena de la Polimeras:I (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), consiste en la síntesis enzirnática in \Jitro de 

millones de copias de un segmento especítico de ONA. cada ciclo de la reacción consta de tres 

pasos: 
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1. Desnaturalización: Separación de cadenas complementarias del DNA blanco 

2. Alineamiento: Se realiza el apareamiento específico entre los iniciadores y las cadenas 

simples del segmento de DNA blanco desnaturalizado. 

3. Extensión. La DNA polimerasa adiciona deoxinucleótidos libres complementarios al DNA 

blanco, resultando nuevas cadenas. 

Para la amplificación de la región mas informativa del IJ-Ioop. se diseñó un par de iniciadores: 

forward 5" CATATIATTATIAATATIAC 3' y el reverse 5' TAAGGGGAAAGAGTGGGCGA 3', 

los cuales se localizan en la posición 209 y 478. respectivamente en la región D-Ioop de un 

cerdo Meishan (Takeda el al" 1995) 

La reacción de amplificación se realizó, utilizando un paquete de reactivos para PCR 

(BIOTECSA) adicionando las cantidades recomendadas por la casa comercial (anexo 3). Las 

condiciones de amplificación fueron: I ciclo a 94°C (3min), 30 ciclos de 94°C (30scg), 45°C­

(30seg), 72'C( l min) y l ciclo final de 72'C (Jmin) 

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

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

3.4. Clonación 

Los fragmentos de PCR purificados se clonaron en un paquete de reactivos comercial KIT (T A 

c1oning, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 5). Se transformaron 3JlI 

de cada ligación con 100JlI de células competentes (OH 108), previamente preparadas (anexo 

6). La mezcla se incubó por 30 mino en hielo, 2 mino a 42°C y 2 mino en hielo, al término de esta 

incubación se adicionaron 900JlI de medio luria y se dejo incubar l hora a 37°C. El volumen 

transformado fue "espatulado" en cajas selectivas de agar (anexo 7) (Maniatis el al., 1989), y 

se incubaron por toda la noche a 37°C. 
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La colonias recombinantes (plásmido con inserto) fueron seleccionadas en base a la ausencia de 

coloración y se recuperaron en cajas de LB ampicilina. 

Con la finalidad de verificar la clonación. se obtuvo DNA de las colonias recombinates (anexo 

8) (Silhavy el al., 1984) y fue digerido con la enzima de restricción EcoRl (anexo 9). 

3.5. Obtención de secuencia 

La secuencia de los fragmentos clonados. se obtuvo por el método de tenninación de la cadena 

con dideoxinucleótidos, usando el paquete comercial de Amplicycle (Perkin Elmer; Foster, CA 

USA). 

La reacción de secuencia se preparó según las instrucciones del proveedor (anexo 10). la 

reacción se trabajo por PCR. utilizando las mismas condiciones de amplificación del fragmento 

más informativo del D-Ioop. 

Se cargaron 3JlI de cada reacción en geles de acrilamida al 6% (anexo 11) y fueron sometidos a 

eJectrotorésis 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 

radiográficas X-OMAT (KODAK) durante 12 horas. 

3.6. Análisis de hlS secuencias 

Se realizó un alineamiento en eJ programa CJustal V (Higgins el al., 1991) entre las secuencias 

de la región mas polimórfica del j)-Ioop de los cerdos criollos y la secuencia de la misma 

región del n-loop en un cerdo chino (Meishan. con número de Acceso D 17739). 

El polimorfismo en esta región del j)-Ioop se analizó, observando las diferentes sustituciones 

nucleotídicas a lo largo de 10$ fragmentos secuenciados de 270 bp. 
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3.7. Análisis filogenético de las variedades criollas 

Con el objeto de estudiar las relaciones genéticas de los cerdos criollos mexicanos. se 

compararon las secuencias obtenidas con respecto a todas las secuencias del D-/oop reponadas 

en cerdos asiáticos y europeos disponibles en GenBank. Los números de accesión de las 

secuencias que se utilizaron son: Raza Duroc: (O 16483); Jabalí europeo silvestre: EWB I 

(ABOI5094), EWB3 (ABOI5093); Gbttingen (016483); JabaJi japones silvestre: JWBI 

(042171). JWB2 (042172), JWB4 (042176). JWB8 (042174). JWBIO (042177), JWBII 

(042173), JWBI4 (042175), JWB39 (042178), JWB5S (ABOI5085). JWB56 (ABOI5084). 

JWB72 (ABO 15086); Raza Landraee (042170); Raza Large White (O 16483); Cerdos Meishan: 

MI (016483). M2 (017739); Raza New Satsuma (042182). Ohmini (042183) Cerdo de 

Okinawa (ABOIS092); Cerdos de Ryukyu: RyO (042184), Ryl (ABOIS087), Ry2 

(ABOI5088), Ry6 (ABOI589), RylO (ABO 1 590); Raza Satsuma: SatO (042180), Sat29 

(ABOI S091); Cerdo miniatura de Yueatan (ABO 15093) 

Las relaciones filogenéticas se analizaron en un programa de computación PHYLlP versión 

3.57 (Felsenstein, 1995) de la siguiente manera: 

Las secuencias de DNA tanto de cerdos criollos como las secuencias de cerdos europeos y 

asiáticos, se alinearon en el programa de alineamiento múltiple Clustal V (Higgins el al., 1991); 

y las distancias genéticas entre las diferentes secuencias fhe calculada por el método de Kimura 

(1980), empleando el programa "ONADIST" . 

Con estos valores se construyó un dendograma por el método de "neighbor-joining" (Saitou y 

Nei, 1987) La contiabilidad en la topologia del árbol se calculó con 1000 réplicas generadas 

por el método de bootstrapping (Felsenstein, 1985), el árbol consenso se obtuvo por el método 

"Majority rule"(Margush & MeMorris. 1981). Finalmente, el dendograma fue dibujado en el 

programa Tree View, versión 1.2. 



IV. nEsuccrADOS 

4.1. Amplificación 

100ng de DNA proveniente de 10 variedades de cerdo criollo (8 cerdos Pelón mexicano, I 

cerdo Cuino, I cerdo Pata de mula) y un cerdo de origen vietnamita. se utilizaron para 

amplificar un fragmento de 270pb. correspondiente a la región más polirnórfica del IJ-loop 

(figura 1). 

Figura t. Muestra de un gel de agarosa al 2'% COIl los fmgmcnlos amplificados 
de 270bp. El cmril I corresponde a la mucstrn del cerdo CPI6. el 2 
al CPlll. cJ 1 ,11 ePI X5 ~ el -+ al ('VI. El PM corresponde al marca­
dor de pesos molcculares DNApBR122/Mspl. 

4.2. Clonación y secuenciacióll de los fr:Igmentos amplificados 

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

digirieron con la enzima de restricción Eco R l. La digestión dio como resultado un fragmento 
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de 270pb que corresponde al fragmento clonado y un fragmento de 3900pb. este último 

pertenece al vector de clonación (figura 2). 

Figura 2. Patrón de digcsliólI de Ul1.1 clona recombinanlc. En un gel de 
agarosa al 2%. Se obscn'a el ONA de la clona. digerido con 
la enzima Eco RI. el carril I presenta losfragmentosdc 
270pb y de :\lJOtlpb. PM corresponden al marcador de: pesos 
moleculares DNA pBR322/Mspl. 

Las clonas recombinantes fueron secuenciadas y las secuencias obtenidas en este trabajo fueron 
depositadas en la base de datos del GeneBank. bajo los siguientes números de accesión (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Números de acceso a GenBank para las secuencias obtenidas de los 
cerdos criollos, designados por el banco de genes. 

NUMERO 
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La alineación dt! las secuencias de los diferentes cerdos criollos con respecto al cerdo Meishan, se 
presenta en la esquema 2. 

Esquema 2. Alineación de los diferenles haplolipos encontrados en la región mas informativa del 
n-loop de cerdos criollos mexicanos. Se muestran las diferencias comparativas con la 
secuencia de un cerdo de raza china (l\1eishan) 

MEISHAN2 
CP16 
CP?I 
ePIJo 
CP132 
CPI59 
CPI?} 
CPI83 
CPI89 
CUINO 
PATAl~ULA 

VIETNAMITA 

MEISHAN2 
CPI6 
CP?I 
cpao 
CP132 
CPIS9 
CPl?l 
CPIS3 
CPI89 
CUINO 
PATAMULA 
VIETNAMITA 

MEISHAN2 
CPi6 
CP71 
cpao 
CPi32 
CPlSQ 
CPI?l 
CPiS3 
CP189 
CUINO 
PATAMULA 
VIETNAMITA 

r~EISHAN2 
CPI6 
CP71 
epao 
CP132 
CPJ!j9 
CP171 

ID 20 30 40 50 60 

CATATTATTl>.TTA."O.TATTACATAGTACATATCATTATTGATCGTACATAGCACATATeAT 
...........•............•••.... 1' .....••..........•••..•..•.. 
............................... 1' ........ C ••..••••••••••••••• 
.......................•.•..... 1' ..................•......... 
............................... T ........................... . 
..•••......................•... 1' ...................•..•••... 

............................... T ........................... . 

............................... T ........................... . 
•....•.•••....•..•...••••..••.• 1' ••••••••.•••••.•••••..•••••. 
............•..............•... 1' .....•...........••......... 
............................... T ........................... . 

70 80 90 100 110 120 

GTCAP~T¡;.~TTCCAGTCAA(ATGCGTATCACCACCATTAGA1'CACGAGCTTAATTACCAT 

......... C .............. A ........... C ...................... . 

......... C .............. A ........... C ...................... . 

......... C .............. A ........... C ...................... . 

........................ A ........... C ................ C ..... . 

......... C .............. A ........... e ...................... . 
•••••••••••••••.•••..... A •••..••••.• C •••••••••••••••• e ..... . 
.•••••.•••••••.•••••.••• A •••..•••..• C ••.•••..••••.••• e ..... . 

......... e .............. A ........... C ......•................ 
•••••••.• C ..•••....••... A .•...••••.. C .••••••.••••••••••••••• 
......... e .............. A ........... C ...................... . 

130 140 150 160 1?0 180 

GCCGeGTGAAAeeAGCAACCCGCTTGGCAGGGATCeCTCTTCTCGCTeeGGGCCCATAAA 

........................................... T ............... . 

190 200 210 220 230 240 

TCGTGGGGGTTTCT ATTGATGAACTTT AJ..CAGGCATeTGGTTCTT ACTTCAGGGCCATCT 
e .................................................... A ..... . 
c .................................................... A ..... . 
c .................................................... A •••.•• 
c .................................................... A ..... . 
c .......................................................... . 
C •....•.••...••....•....•••...••.•••••••...••••••••.• A ••••.• 
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CPl83 
CPl89 
CUINO 
PATAMULA 
VIETNAMITA 

MEISHAN2 
CPl6 
CP7I 
CPSO 
CP132 
CPl59 
CPI?l 
CPl83 
CPl89 
CUINO 
PATAMULA 
VIETNAMITA 

C ...................................... ·· ... ·········A ..... . 
..................................................... A ..... . 
c .......................................................... . 
c .................................................... · ..... . 
c .............................................. · .... ·· ..... . 

250 260 

CACCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTA 

.... C ....................... . 

Al alinear las secuencias de cerdo criollo con respecto al cerdo Meishan. se apreciaron 3 tipos 
de sustituciones nucleotídicas (C por T. G por A y T por C). las cuales se presentaron en 10 
sitios polimórficos diferentes (cuadro J). 

Cundro 3. Sustituciones nucleotídicas observadas en relación a la 
secuencia del cerdo Meishan. 

"~sU§,TiUCIÓJ:f;I 
~§u€ilícJTtDI€M ~oslaÓN (bp) NÚMERO DECAMiiíos 

CporT 
32 10/11 

164 1111 
41 1111 
70 7/11 

TporC 
97 10111 

114 3/11 
IXI 10111 
245 1/11 

GporA 
X5 10/11 

234 7/11 

El número total de cambios observados en las tres sustituciones nucleotídicas fue de 60, dentro 
de los cuales el 53.3% corresponde a la transición de T a C. el 28.3% a la transición G-A y un 
18.3% corresponde a la transición C-T (cuadro 4) 
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Cuadro 4. Porcentaje representado en las sustituciones nucleotídicas . 

• J~ , 
T~~:LES - " ",' ."' 

~A -,~ cY.' '''-'\. 

e porT II 18.3% 

G por A 17 28.3% 

TporC ,1 53.3% 

ITOTAL (¡O 100.0% 

El análisis de estas secuencias reveló 7 haplotipos diferentes, El porcentaje de sustitución 
nucleotídica de cada haplotipo con respecto al cerdo Meishan se observa en el cuadro 5, y las 
distancias genéticas entre cada haplotipo se observan en el cuadro 6. 

Cuadro 5. Porcentaje de sustitución nucleótidica en cada haplotipo 
en relación a la secuencia del cerdo Meishan . 

e . SUSTITUCIÓN" 
11·,' . HAPLOTIPOS CAMBIOS EN LA 

NUCLEÓTIDICA' DIFERENTES SECUENCIA 
'" (% ) ,. :: .~~. , 

L- CPI6. CP80 (, 2.22 
2.-CP71 7 2.59 
3.- CPI32 " 2.22 
4.- eP159, Pala de Mula. ; 1.85 
Cuinº-y Vielnamila 
5.- CPI71 " 2.22 
6.- CPI83 7 2.59 
7.- CP 189 , 0.74 

Cuadro 6. Distancias genéticas y sustituciones nucleotidicas entre los haplotipos. 

CP16
a cp71 CP132 i CP159

D I CPl?1 CP193 CP199 

CP16 o 1 2 1 j I 4 3 4 
CP71 0.0037 o 3 2 S 4 S 

CP132 0.0075 0.01:2 10 3 2 1 4 

CP159 0.0037 0.007 S O. 0112 o S 4 S 
CP171 O.OIS 0.0188 O. 0075 0.0188 o 3 6 

CP183 0.0112 0.015 0.1)03'/ 6.015 0.0112 o S 

CP189 0.015 O.018!l 0.015 10.0188 0.0226 O.OlBS o 

a) CPSO h) Vlelnmn. Cumo. P:lt:l de 1I1ul:l. 
Los datos mrib:l de la dmgonal. indican el número de sustituciones lIucleotídicas entre las \-:uicdª 
des de cerdo criollo y loa d;lIos por deb:IJll de la diagonal son las dislancias genétic:ls entre los 
cnlrc los cerdos 
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Con el fin de evaluar el origen y las relaciones filogenéticas de los cerdos criollos. se 
compararon secuencias de la región mas informativa del D-Ioop de estos animales y secuencias 
de la misma región. en diversas razas de cerdo de diferente origen; así como también. la 
secuencia del D-Ioop de un bovino que fue utilizada como control. la cual genero un grupo 
totalmente independiente de las ramas maternas de los cerdos (Figura 3). 

¡,. 'J, lo· 

kY",i'lyl 
ky.: 
ky!. 
Rylu 
,¡wa .... 
,1W[ll', 
,Iwn ... 
"1,'''111, 
JWI1\ ~ 

,IW1H 
JWH14 
,TWHlf) 

,!WU.', ,IWf!'¡, • 

• 1' .... 11 1, .lWB1_ 
::~,tO,ni"in. CPl89 
M'" ¡>,h«n.!. 

VI'""tn"mll" ,CP159, 
G~ino,P~t~ de Hul~ 

CP71 
1",1'" ,CP80,CPUi 

CPIB3 
Y,,,',,''''', CP132 
i.,,·,--Wh¡t. 
CP171 
,'W!') 

Figura 3. Rclilciollcs filogcllclicas d\." los ccrdos criollos mcxicanos. Los \'alores en los 
en los nodos corresponden ;11 porccnl'ljc dc \'cces que se repile la lopologíil 
de 1.1 rnlllil en 1000 rcplicas. Los cerdos criollos SOIl indicados en lIegrilas. 
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v. D9SeUS9Ó/ll y eO/lleCUS90/llES 

El alineamiento entre las secuencias correspondientes a la región más polimórfica del D-Joop 

(Takeda el al., 1995) de los cerdos criollos y la secuencia de un cerdo chino (Meishan), mostró 

10 posiciones polimórficas a lo largo de las secuencias de 270pb, estos cambios revelaron 7 

haplotipos diferentes en sólo 1I cerdos criollos estudiados. incluyendo un cerdo vietnamita: sin 

embargo. en un estudio similar realizado por Okumura el al. (1996) donde utilizaron un 

fragmento de 1055pb del D-Ioop. encontraron 8 haplotipos en un grupo de 40 cerdos silvestres 

japoneses. La frecuencia de haplotipos mitocondriales (7111) observada, nos sugiere que los 

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

En el análisis filogenético realizarlo con las secuencias de los cerdos criollos y las secuencias 

disponibles en la base de datos del GenBank de cerdos asiáticos europeos, reveló que existen 2 

líneas maternas principales de descendencia: una línea que origina a razas asiáticas y otra, de la 

que provienen las razas europeas. Esta genealogía concuerda con la descrita recientemente por 

Okumura el al. (1995). Sin embargo, los cerdos vietnamitas se agruparon en una línea 

genealógica independiente más cercana a la rama europea de descendencia que a la asiática. 

Previamente, Lan y Shi (1993) en base a estudios de los patrones de digestión del DNA 

mitocondrial, propusieron que los cerdos vietnamitas son un grupo mas cercano a las 

variedades europeas que a las razas asiáticas. 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 común distante a los cerdos asiáticos. 

En general, se observó que los cerdos criollos tienen diversos orígenes. por ejemplo. el cerdo 

CP 189 presentó un haplotipo semejante a la raza japonesa Satsuma que se agrupó en la rama 
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asiática. En cambio los cerdos CPlS9, cuino y pata de mula presentaron un haplotipo semejante 

al cerdo vietnamita. 

Es probable que el origen asiático de los cerdos criollos presentes en el País, se deba a la 

importación de cerdos de diversas regiones orientales, a traves de los viajes realizados por la 

Nao de China que empezaron en las últimas décadas del siglo XVI y terminaron en el año de 

1815 (Flores, 1977). También, se menciona que durante la conquista de nuestro País, los 

españoles introdujeron de Europa, cuatro razas porcinas (Céltica, Napolitana, Ibérica y 

Asiática) 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 observó que los cerdos CP 16 

y CP80 tuvieron un haplotipo idéntico a la raza Duroc. Es dificil asegurarse si este haplotipo 

proviene de un cruzamiento entre cerdos de la raza Duroe con cerdos criollos o es un haplotipo 

ancestral compartido por los cerdos criollos 

El cerdo CP132, que provino de Nayarit, tiene un haplotipo semejante al cerdo miniatura de 

Yucatán, esto no es extraño ya que el cerdo miniatura de Yucatán se originó de poblaciones 

criollas de cerdos. El hecho de encontrar este haplotipo en regiones tan distantes, sugiere que 

existió un amplio tráfico de los cerdos criollos en el País. Por otro lado, los cerdos CP71, 

CP 171 y CP 183 presentaron haplotipos (micos. que no han sido previamente descritos en razas 

comerciales por lo que muy probable sean específicos 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 análisis individual de la genealogía de los cerdos. se observó que los valores del 

"bootstrap" (majority rule) en la topología del dendograma son bajos. posiblemente esto es 

debido al tamaño relativamente pequeño del fragmento analizado (270 pb) Y a los pocos 

cambios polimórficos encontrados; por lo que se sugiere emplear la región completa del f)­

loop (1 3Kb) a fin de poder encontrar una topología más confiable. 
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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 reservorias de diversidad genética, que en 

algún momento podrían ser utilizadas como un recurso para la mejora de razas comerciales que 

se desee introducir a condiciones tropicales extremas. mediante la creación de razas sintéticas o 

como punto de partida. para la selección de razas porcinas locales mejoradas. Sin embargo. este 

trabajo es preliminar y es necesario extender este estudio a un número mayor de individuos, 

tanto criollos como comerciales. Y para tener una mejor idea del origen y evolución del cerdo 

Criollo Mexicano. sería importante evaluar cerdos Ibéricos y de otros países latino americanos. 
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.qNEXOS 

ANEXO 1: PURIFICACiÓN DE DNA TOTAL A PARTIR DE SANGRE 

Emplear 1m! de sangre y mezclar con un volumen de l-hO dd estéril, centrifugar 5 mino a 12,000 

rpm (realizar 2-3 lavados). 

Resuspender el botón celular en 200~d con la solución de lisis, añadir RNAasa a una 

concentración final de IOJ..lg/ml incubar por I hora a 37°C adicionar proteinasa K a una 

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

Agregar Cloruro de Sodio a una concentración tinal de 2M y centrifugar 10 min. al2,OOOrpm 

recuperar el sobrenadante. 

El DNA se precipita con 2 volúmenes de etanol frio al 100%. la pastilla se recupera 

centrifugando S mino a 12.000 rpm. 

Lavar 2 veces la pastilla con etanol frío al 70%. resuspender en 500111 en H20dd estéril, 

cuantificar y diluir a 50ng/~.d. almacenar en congelación hasta su utilización. 

Soluciones necesarias: Solución de lisis: :WOmM NaC!. 25rnM EDTA. 0.5% SDS. 

RNasa (IOOmgJl11l) 

Proteinasa K (50rnglml) 
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ANEXO 2: PREPARACiÓN DE GELES DE AGAROSA AL 1% 

Colocar 19r de agarosa en 100 mi de TBl: I X calentar en baño María hasta que la agarosa se 

disuelva. Posteriormente agregar bromuro de elidio a una concentración final de 0.5 Ilglml. 

Soluciones necesarias: TBE 10 X: IOR grs de tris base, 55grs de ácido bórico,40 mi de 

EDrA o , 1110lar pH 8 disolver y aforar a I litro con 

agua destilada 

Bromuro de elidia 10 rng/ml.: Disolver 10 rng por cada mi de agua 

destilada 

ANEXO 3: REACCiÓN EN CADENA ()E LA POLIMERASA 

DNA 50ng!~1 2~1 

Amortiguador ( 15Mm MgCI,l I ().: 2~1 

()eoxinuclcotidos (()aTP.()ctp.dGTP.dITP) 2M", 2~1 

Iniciadores (IO~M) I~I 

Taq polimerasa (5U/~1) O.5~1 
. - . 

H20 dd csteríl Cbp 20~1 
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ANEXO 4: PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS A PARTIR DE GELES DE 

AGAROSA 

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

minutos a 5SoC hasta que la agarosa este completamente disuelta agregar 81 . .LI de perlas, incubar 

JO mino en hielo. 

Recuperar la pastilla centrifugando 3min. a 12.000 rpm, lavar la pastilla 2 veces con la solución 

de lavado, centrifugar bajo las mismas condiciones, secar la pastilla y resuspender en 50~1 de 

H,O dd estéril. 

Soluciones necesarias: Yoduro de Sodio 6M 

Perlas en PBS 100 mg/ml 

ANEXO 5: REACCIÓN DE LIGACiÓN 

La reacción de ligación de cada muestra se preparo de la siguiente manera: 

DNA del fragmento purificado (5 ng) 3fd 

Vector 2.1 PCR (25ngl~l) 2~1 

Amortiguador de ligación IOX Ifd 

T4 DNA ligasa (4U) I~I 

H20 dd esteril cbp 10fd 

-La reacción se Incubo 16 horas a 14°(" 

29 



ANEXO 6 PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES 

1.- Crecer en cinco mililitros de LB una colonia de XLIB. incubar 2 horas a 37°C en un baño 

de agitación 

2.- Vaciar el cultivo en 100 mi de LB e incubar a 37°C hasta obtener una D.0. 550 de 0.5, 

posterionnente las células se empastillan cemritllgando a 2,500 rpm por 5 minutos a 4°C. 

3.- El material es decantado y la pastilla es reslIspendida en 30 mi de Tfb 1. incubar en hielo 

durante J hora. 

4.- Centrifugar las células a 2,000 rpm por:' mino a 4°C. y resuspender en 3 mi de Ttb Il (1 mi 

de Tfb 11 por cada JO mi de Tfb I ). 

5.- Finalmente colocar 2001-l1 en tubos eppendorfy almacenar a -70 oc. 

Sohu:iones necesarias: Ttb I pH 5.8 (500,"1): 1.47g Kac. 4.95g MoCJ,. 3.73fl Kel. 0.74g 
CaeJ,.60ml Glicerina. Disolver en agua todos 
los compuestos, ajustar el pH a 5.8 con ácido 
acético O.2M y esterilizar por filtración, 
almacenar a 4°C. 

Ttb 11 (500ml): 1047g MOPS (disolverlo en 300ml de agua 
destilada, ajustar el pH a 7 con NaOH 10M y 

en seguida adicionar los demás componentes). 
'51g de Cael, (IOOmM). 0.37g Kel 6 y 
bOnd Glicerina Esterilizar por f,ltracian y 
almacenar a 4°C 

NOTA: Es importante que el eaCl l y el KCI se adicionen en forma de solución, para evitar su 

precipitación. 

Lah. Cicnda:.a Molecular, J)cpto, Morfolog.ia r;u;II]\ad de tvkdllla V..:lcrlllana V Zoulc(luu. llNAM 
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ANEXO 7: PREPARACIÓN DE CA,IAS U'RIAlAMPIClLlNA 

Fundir en baño María el medio LB agar. enti-iar hasta alcanzar una temperatura de 50°C, 

adicionar ampicilina a una concentración de 1 OO~lgJllll. Xgal e lPTG, a una concentración final 

de O.16mglrnl. Vaciar en cajas de pctri y esperar a que solidífiquen. 

Soluciones necesarias: MEDIO LURtA (LIl) :Triptona 10 gr, Extracto de levadura 5 gr, 

NacJ 5 gr, aforar a I litro con agua y 

esterilizar por autoclave. 

X gal 20 mglml 

IPTG 20mg/ml 

Ampicilina IOOmg/ml 

NOT A: Para el LB agar adicionar 15 gr de 

Bactoagar por cada litro de medio. 

ANEXO 8 PURIFICACIÓN RÁPIDA DE UNA DE PLÁSMIDO 

l.-Sembrar en 3 mi de LB una colonia e incubar 37"e toda la noche 

2.-Centrifugar 5 mino a 1200rpm. reslIspender la pastilla en 200~li de la solución lisis y agregar 

5~1 de lisozima (50rnglml), dejar reposar 10 min 
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J -Colocar el tubo en agua hirviendo por un 111111 . centrifugar 10 min a 1200rpm, recuperar el 

sobrenadante y precipitar el DNA con 2 volu1l1cllL':-> de etanol puro 

4 -Congelar I S min a _700
( 

S -Recuperar el sobrcnadante centrifugando 10 1llin a 1200rpm, secar y resuspender la pastilla 

de DNA en SO~I H,O dd esteriL 

Soluciones necesarias: Solución de lisis: SOlo ..:;¡¡c¡¡rosa, S% triton X-lOO, SO mM EDT A. SO 

1ll~1 Tris-HCI pH 8 

Lisozima: 100 mglml 

ANEXO 9 DIGESTIÓN PARA LA EXCISIÓN DE FRAGMENTOS CLONADOS 

DNADE~'PLASMlDO BUFFERH ESPERMIDINA ENZIMA AC,UA " - . -r, -: 

(S'Orig¡~I) ," ,.-

I lOX (IOllmM) Eco IR ¡ DESULADA' 

;~ll 2.5~d o '¡.d 1~t1 (5 U) Cbp 25111 

Incubar la reacción de digestión a 37°C toda la noche 
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ANEXO 10 REACCiÓN DE SECUENCIA 

Buffer Mix 10 X 4 1'1 

DNA (20ngll'l) 5 1'1 

*lniciadores 20¡.tM 2 1'1 

Deoxyadcnosinc e~S-dATP ImCi) 1 1'1 

H20 dd esteril 18 1'1 

.. 
• Prcpamr UlI.1 reaCC101l para cada 1I1IClador. 

Colocar 2J.l1 de cada nucleótido por separado y adicionar 6 J.l1 de la reacción de secuencia .. 

o o o o 
ddATP.dATP ddCTP.dCTP ddGTP.dGTP ddTTP,dTTP 

+ 

6 ~d de la reacción 
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Al'iEXO 11 PREPARACIOl'i DEL GEL I>E SECUENCIA AL 6% 

Preparar un stock con los siguientes reactivo", 

REACTIVO CANTIDAD 

TBE IOX IUOml 
- 0'. ~ ~ 

UREA 7.8 Molar 134 39 gr - ~-- -

ACRILAMIDA-BISACRILA \l1DA 40% 75 mi 
~ - -

H¡O dd estcril Cbp 500 mi 

Calentar a 55°C para disolver, pasar por un tillrn de IlItrocelulosa (O 45) Y almacenar a 4°C. 

Posteriormente por cada SO mi de stock aglegar 2)(J~tl de persultato de amonio al 10% y 25~tI 

de TEMED, mezclar y venir sobre los vidrio..; oe la cimmra de secuencia (OWL SCIENTIFlC 

modelo S4S) con TBE I X. 
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ONA 

ONAmt 

bp 

cbp 

pH 

min 

mi 

111 

ng 

0.0. 

rpm 

seg 

Ácido desoxirribonucleico 

Ácido desoxirribonucleico mitocondrial 

Pares de bases 

Cuanto basIC para 

Potencial de iones hidrogeno 

minutos 

Mililitro 

Microlitro 

nanogram¡)~ 

Densidad óptica 

Revoluciones por minuto 

Segundos 
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