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RESUMEN

El origen y la diversidad genética del cerdo criollo mexicano (CCM), fueron investigados
por andlisis en la secuencia de un fragmento de 269 pares de bases correspondiente a la
regidén mds informativa del D-loop presente en el DNA mitocondrial. El frapmento fie
amplificado por la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) y secuenciado en 31 CCM:
27 “pelones”, 3 “cuinos” y | cerdo “pata de mula” procedentes de diferentes regiones
geograficas del pais (Veracruz, Nayarit, Guerrero y Tabasco). Ademas se estudiaron 23
cerdos de raza pura (Large White, Hampshire, Yorkshire, Landrace, Duroc) incluyendo 3
cerdos de origen vietnamita. El analisis de las secuencias reveld 14 haplotipos diferentes,
9 fueron identificados en los CCM, mientras que en los cerdos de raza pura (CRP) se
encontraron & haplotipos y 3 haplotipos se compartieron entre los CCM y CRP. El
analisis filogenético entre las haplotipos obtenidos y los haplotipos de la regién D-loop
de cerdos con diferentes origenes disponibles en la base de datos del GenBank, donde se
mostrd la existencia de dos linajes de descendencia: uno Asiatico y el otro Europeo. En el
linaje Asidtico, se encontraron cerdos criollos (3 pelones de Nayarit y 1 pelon de
Guerrero) y cerdos de raza pura (Large White, Yorkshire, Landrace), lo cual puede ser el
resultado de la introgresidn y cruza con cerdos origen Asiatico. Dentro del linaje Europeo
se identificaron 5 ramas de diferenciacion genética, una rama agrupd a los jabalies
europeos silvestres, 2 ramas agruparon a los CCM, otra rama agrupd a los CCM y CRP,
la Oltima rama fue la més distante al linaje Asiatico y estuvo conformada sélo por CRP.
Estos datos sugieren, que las poblaciones de cerdos criollos tienen un origen diverso con
niveles amplios de diversidad genética con potencial como recurso para la posible mejora
de razas comerciales, ya sea por la identificacion de nuevos alelos que participen en
incrementar rasgos de interés comercial o mediante la creacién de razas sintéticas, asi

como un material para la seleccidn de razas porcinas locales mejoradas.
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I. INTRODUCCION

Actualmente en el mundo existe una gran variedad de razas porcinas (Sus scrofa)
Que aunque presentan diferencias morfologicas, todas ellas han sido seleccionadas por sus
caracteristicas productivas como la rapidez de crecimiento, prolificidad, carne magra, entre
otras. Se piensa que a partir del Jabali europeo, se han originado todas las razas de cerdos
modernos. En México, las razas porcinas comerciales mas difundidas son de tipo europeo
entre las cuales se encuentran ias razas: Duroc, Hampshire, Yorkshire, Landrace y Large
White. Sin embargo, en algunas regiones tropicales de nuestro pais aun se encuentran
algunas variedades criollas o locales como el cerdo “peldn mexicano™, el “cuino” y el cerdo
“pata de mula”.
De estas variedades, la mas estudiada hasta ahora es el cerdo “pelon mexicano”, que se
caracteriza principalmente 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 susceptible a la infestacién 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 o negro con arrugas en la region maxilar, abdominal y del cuello. Por el
color de su piel, no se han observado casos de fotosensibilizacion o eritema solar como es
comun en las razas de color claro {Robles, 1967, Cenabio, 1993).
Morfologicamente los cerdos criollos son muy heterogéneos, pero se ha informado que los
cerdos adultos alcanzan una alzada promedio de 60 ¢m (Robies, 1967, Castro, 1981), su
cabeza es alargada con un perfil subconcavo, la cara es larga y afilada, el hocico es estrecho
y rectilineo, los ojos son grandes, las orejas de tamafio medio, dirigidas hacia adelante y
hacia abajo tapando ligeramente los ojos (Rables, 1967, Baldizon, 1971: Flores y Agraz,
1979; Castro, 1981: Cenobio, 1993), su dorso es rectilineo, el tren posterior es mas alto que
el anterior (Robles, 1967; Cenobio, 1993), presenta grupa caida con poco desarrollo
muscular (Baldizon, 1971; Flores y Agraz, 1981; Castro, 1981; Cenobio, 1993: Rojas.
1993),



Cerdo Pelén Mexicano

Con lo que respecta al cerdo “pata de mula”, éste se caracteriza 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 pezuiia (Flores y Agraz, 1981). Presenta una talla mediana que es menor a la del
cerdo “pelén”, su perfil es concavo, las orejas son medianas de preferencia caidas, el
hocico es ligeramente rectilineo, su cuerpo esta cubierto de pelos generalmente rizados y

presentan coloracion variable (Flores y Agraz, 1981).

Cerdo Pata de Mula



El “cuino” es de alzada pequefia pero robusto, presenta papada en regiones laterales ¢
inferior, el cuello es corto bien implantado al tronco, trompa corta y pequeiia, perfil
concavo ¢ con tendencia a rectilineo en algunos animales. Ademis en estos animales es

comin la acumulacion de gran cantidad de grasa con amplia distribucién en todo su

cuerpo {Flores y Agraz, 1981).

Cerdo Cuino

La crianza de estas variedades criollas puede repercutir favorablemente en la economia de
comunidades rurales de escasos recursos econdmicos, ya que exisien alternativas que
podrian dar valor agregado a este tipo de animal si se aprovechara su caracteristica de
engrasamiento, la cual es fundamental para la elaboracion de productios de alta calidad,
como el jamon tipo serrano y tipo ibérico que se elabora de manera industrial en Espaiia

{Aparicio,1987).

1.1. Distribucion

Actualmente estos tres biotipos de cerdos (“pelon mexicano™, “pata de mula™ y “cuing”
p pe p y

se localizan en el Golfo y costas del Pacifico de México: Veracruz, Tabasco, Campeche,



Yucatin, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Robles, 1967;
Flores y Agraz, 1979; Castro, 1981; Cenobio, 1993; Cardenas, 1996).

Estas variedades de cerdo en algunos casos viven de forma silvestre, pero cominmente son
criados de forma rustica, alimentandose de plantas forrajeras, frutas, raices, tubérculos y
subproductos agricolas. Las variedades criollas han sido criadas sin programas de
cruzamiento sistematizado y ocasionalmente son explotados bajo un sistema de pastoreo
poco tecnificado, sin manejo preventivo contra las enfermedades més 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 por lo que han subsistido durante muchas generaciones sin vacunacion alguna

(Cardenas, 1996).

1.2. Origen

Hay pocos datos auténticos concernientes al origen de las variedades de cerdo criollo. Se
piensa que fue originado a partir de especimenes introducidos por los espafioles, durante los
primeros afios de la conquista de nuestro pais (Flores, 1981. Gallardo 1941). Posiblemente
sea 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, el hallazgo de un craneo de suideo del periodo preclasico,
encontrado bajo la lava del pedregal de San Angel, en México. Utilizando e! método de
carbono 14 se pudo determinar que es de un individuo del género Sus, de tipo concavo y de
caracteristicas similares a los craneos de los actuales tipos concavos que se remontan a
épocas anteriores a la llegada de los espaiioles, lo que hace sospechar de la existencia

autdctona de esta especie {Baldizon, 1971; Flores, 1977).



1.3. Conservacion

Como consecuencia de la constante introduccion de razas mejoradas de cerdos en las
explotaciones porcicolas en el pais, el cerdo criollo mexicano esta 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 (Robles,
1967). Recientemente, el sistema de informacion de la diversidad en animales domésticos
(DAD-IS) de la FAO (http://fwww fac.org/dadis/index . htm), considera estas tres variedades
(el cerdo “pelén mexicano”, el “cuino” y el cerdo“pata de mula™) en peligro de extincidn;
por ejemplo, se menciona que el “cuino” esta en estado critico con menos de 100
individuos. No obstante, la FAO no reporta ningln programa de conservacion para estas
variedades (Loftus y Sherf,1992).

Poco se conoce sobre la diversidad genética existente en el cerdo criollo mexicano. No se
sabe que tan homogéneos son entre si 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 de cerdos comerciales. Por igual, existen muchas dudas sobre su
posible 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 (Fujii y cols, 1991). Se ha reportado que
mutaciones genéticas indeseables como la hipertermia maligna O sindrome de estrés
porcino, esta presente en el 20% de las poblaciones americanas y canadienses {Fujii y cols;
1991; O’'Brien y cols. 1993). Esta reduccion genética en los germoplasmas de cerdos de
lineas comerciales resalta ain mas la irﬁponancia de las variedades nativas de cerdos como
el criollo mexicano ya que pueden representar reservorios de diversidad genética que darian
la posibilidad de enniquecer y renovar en un futuro el germoplasma comercial del cerdo
(Najera, 1989; Chupin, 1994).

Igualmente, puede ser una base importante para la mejora de razas comerctales que se
deseen introducir a condictones tropicales mediante la creacion de razas sintéticas porcina

{Chupin, 1994).



Es urgente el estudio y preservacién de los recursos genéticos locales 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 unico no renavable.

Si la diversidad genética es grande, entonces mas de un grupo poblacional seri requerido
como fuente para preservarse; en cambio, si es reducida entre los diversos grupos
conservando individuos provenientes de un solo grupo, seria suficiente para garantizar su

preservacion.

1.4. Diversidad genética

La diversidad genética, se describe como la variacion en la 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 (eliminacién de
nucledtidos), inserciones (adicion de nucleotidos), traslocaciones (cambio en la posicion de
un segmento de un cromosoma dentro del mismo o con otro cromosoma) o inversiones
(inversion de un segmento dentro de un cromosoma).

La variabilidad genética es un fendmeno comun en la naturaleza y es la materia prima de la
evolucion de los organismos; se puede observar al nivel de poblacién, en donde se
encuentran diferencias en las frecuencias alélicas de los diferentes loci entre los grupos.

El estudio genético de poblaciones se basa en conocer la variacion genética de las
poblaciones, las técnicas en biologia molecular, permiten utilizar gran cantidad de recursos
metodologicos para evaluar el grado de diversidad y las distancias genéticas presentes
dentro y entre poblaciones determinadas (Kirby, 1995).

Una de estas metodologias, son los marcadores genéticos que son factores hereditarios,
generalmente polimérficos, definidos como la presencia de dos o mas variantes (alelos) de
cualquier sistema de genes (Pefialoza, 1994). Los marcadores genéticos pueden ser
morfoldgicos o moleculares. Los morfoldgicos 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
accidn de otro gen,

Los marcadores moleculares tienen ventajas sobre los marcadores morfologicos 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
dos tipos: Los marcadores proteicos y los marcadores de DNA (Kirby 1995),

Los primeros se basan en el anélisis de distintos tipos de proteinas. Algunas pueden ser
separadas por electroforesis en geles no desnaturalizantes de acrilamida, Los cambios en la
compesicion de aminoicidos, y como consecuencia en la estructura, alteran la movilidad
electroforética de la proteina, lo que permite observar la diversidad de proteinas en los
diferentes individuos. Las desventajas de estos marcadores son: requicren procedimientos
de extraccion y tincion especificas para cada sistema enzimatico, por lo que el nitmero 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”) nucleares o mitocondriales, los minisatélites 0 VNTR (del Ingles
“Variable Number Tandem Repeat™), los microsatélites, los RAPDS (del Inglés
“Ramdomly Amplified Polymorphic DNA Sequence”) y dentro del DNA mitocondrial
(mtDNA) la regién control o “D-loop”. La variacién natural de estos marcadores se puede
detectar por medio de enzimas de restriccién, amplificacion por la reaccién en cadena de la
polimerasa PCR (del Inglés “Polymerase Chain Reaction™) y la secuenciacion directa de los
nucledtidos del DNA (Kirby 1995).

Los RFLP's involucran la purificacion del DNA de un individuo y su digestion con
enzimas de restriccién para formar una mezcla de fragmentos que difieren en su longitud
debido a la distribucion especifica de los sitios de corte, a través de la molécula de DNA.
Los fragmentos son separados de acuerdo a su tamaiio por electroforesis en geles de
agarosa o acrilamida, El analisis de los fragmentos se ileva acabo mediante la técnica
denominada “Southern blot” que consiste en transferir los fragmentos del gel a un filiro de
nitrocelulosa que posteriormente sera hibridizado con una sonda radiactiva (fragmento de
DNA marcado en forma radiactiva) la cual reconocera secuencias complementarias al DNA

que han sido transferido al filtro. Los fragmentos reconocidos por la sonda son visualizados



por medic de una autorradiografia. Actualmente los RFLP’s también se analizan por medio
de la reaccidn en cadena de [a polimerasa (PCR).

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 nimero
de repetidos en tandem (VNTR). 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
hueflas digitales del DNA o “DNA fingerprints”. En los microsatélites, la unidad de
repeticion es de 1-5 pb y llegan a extenderse por regiones no mayores a 200 pb. Al igual
que los minisatélites, cuando los microsatélites se emplean como sondas, revelan patrones
tipo “fingerprints”. También el polimorfismo de los microsatélites se puede detectar
facilmente por PCR, donde se observa la variacion de los repetidos dentro de una poblacion
{(Kirby, 1995).

Los RAPDS se basan en la técnica de PCR en donde se utilizan pequeiios iniciadores (10
pb) que amplifican fragmentos al azar a partir del genoma completo de un organismo.
Posteriormente los fragmentos amplificados son separados por electroforesis en geles de
agarosa 0 de acrilamida. El polimorfismo se determina por la presencia o ausencia y
lamafio variable de los fragmentos amplificados (Kirby, 1995).

Otro marcador molecular sumamente atil se encuentra en el mMDNA. El mtDNA se localiza
en el compartimiento matricial de la mitocondria (organelo celular cuya funcion principal
es la sintesis de ATP). En el caso de los mamiferos el MtDNA, es una molécula circular de
dable cadena, una se conocen como la cadena pesada (H) la cual es rica en purinas y la otra
es la cadena ligera (L) conformada principaimente de pirimidinas. La longitud del mtDNA
es aproximadamente 16.5 Kb, en comparacion con el mtDNA de levaduras y plantas que
van de cientos a miles de kilobases, esta diferencia se debe a la variacion en el nimero de

secuencias repetidas (Darnell, 1980; Karp, 1987; Rus, 1993).



El mtDNA se hereda de forma materna y no sufre recombinacion genética, por consiguiente
todos los descendientes de una hembra heredan la misma molécula de mtDNA,
estableciéndose un linaje materno que permite trazar el posible origen de los individuos y
de poblaciones animales (Huchinson y cols. 1974).

Por otro lado, la tasa de substitucion nucleotidica presente en el mtDNA es 10 veces més
répida que la del DNA nuclear. En los mamiferos, se ha encontrado una tasa de divergencia
de aproximadamente 2% por millon de afios correspondiente a una sustitucion nucleotidica
de 1 X 10°® sustituciones/sitio/afic en cada linaje (Brown y cols. 1979), lo que incrementa el
nivel de cambios en la secuencia nucleotidica. Estos parametros que son (tiles para el
estudio de diversidad genética en una poblacion (Lan y Shi, 1993; Watanabe y cols. 1985,
Watanabe y cols. 1986),

El genoma de la mitocondria se divide principalmente en 2 regiones, la region larga y una
region pequefia. Dentro de la regién larga se encuentran genes que codifican proteinas
involucradas en la fosforilacién oxidativa: el citocremo C oxidasa (COI1, CO2, CO3), las
subunidades 6 y 8 del compiejo ATPasa, 5 subunidades para la NADH deshidrogenasa, asi
como los RNA’s ribosomales (fRNA’s) y de RNA’s de transferencia (tRNA's) necesarios
para la expresion del gen. La region pequefia es conocida como regién control o “D-foop ™.
La region del “D-loop™ contiene secuencias que controlan los mecanismos tanto de
replicacion como de trascripcion, tiene una longitud de 1.3 Kb y es tipicamente la region
mas variable del mtDNA (10 veces mayor que el resto del mtDNA).

En los cerdos la region “D-loop” contienen un arreglo de repetidos  variable
(GTACACGTGC), un sitio de origen de replicacion de la cadena pesada, tres bloques
conservados (CSB1, CSB2, CSB3) y una region central conservada que se piensa esta
involucrada en la regulacion de la replicacién (Clayton, 1982; Rus, 1993, Arnason 1998).
Debido a la alta variabilidad que presenta la region control del mtDNA, el estudio de la
secuencia de nucledtidos se ha usado como un marcador molecular importante para inferir
las relaciones filogenéticas en poblaciones humanas (Hedges y Kumar 2000), perros (Vila y

cols. 1997), bovinos (Loftus y cols. 1993) y cerdos (Giuffra y cols. 2000).



L5 Anilisis Filogenéticos

E! propésito de los estudios filogenéticos, es la reconstruccion correcta de la genealogia y
la estimacion del tiempo de divergencia entre un grupo organismos. Estas relaciones
evolutivas son resumidas a través de un arbol filogenético que consiste en la representacidn
grafica de nodos y ramas. Los nodos representan las unidades taxonémicas operacionales
(OTUs) y las ramas definen las relaciones evolutivas entre los OTUs en términos de
ancestro-descendiente.

Las unidades taxonomicas operacionales (OTUs) representadas por los nodos pueden ser
especies, poblaciones, individuos o genes (Avise, 1994). Los nodos en un irbol filogenético
son de dos tipos internos y externos. En el esquema 1 los nodos externos estén representados
por los OTUs A, B, C, D y E mientras que el resto de los nodos son internos y representan las
unidades ancestrales de los OTUs. (Wen-Hsiung, 1997).

Las ramas también se clasifican en: ramas internas y externas. Por ejemplo las ramas
principales a los nodos A, B, C, D y E son externas, mientras que las ramas internas son las

que conectan a los nodos internos (esquema 1),

Esquema 1: Representacion grafica de un arbol filogenético.



Ademis los arboles filogenéticos pueden tener la presencia o ausencia de una raiz. En un
arbol enraizado existe un nodo particular llamado raiz (R en el Esquema 2a) que representa
el ancestro comtn de todos los OTUs bajo estudio. En cambio, un arbol sin raiz solo
especifica las relaciones entre los diferentes OTUs sin la presencia de un antecesor comun
(Esquema 2b).

C
A
A
B
R C B
E
D
E
a) b)

Esquema 2 Representacion grafica de un arbol con la presencia o ausencia de raiz.

En los estudios de evolucion, las secuencias de DNA son mucho mas informativas que las
secuencias de proteinas por que una gran parte de la secuencia de DNA no codifican
proteinas es decir, que se observan un ndmero mayor de diferencias genéticas en las
regiones no codificantes del DNA como; intrones, regiones intergénicas o silenciosas.
También las secuencias de DNA revelan una informacion detallada en los mecanismos de
delecidn, insercion, transposicion de genes, conversion de genes y transferencia de genes
horizontales (Nei 1987). |

Existen varios métodos estadisticos para construir arholes filogenéticos o dendrogramas a
partir de las secuencias de DNA. Estos métodos pueden ser clasificados en: métodos de
caracter discreto y métodos de distancia. En los métodos de distancia, las distancias
genéticas son calculadas por pares en todas las especies y el arbol filogenético se construye
usando algoritmos basados en alguna relacion funcional entre los valores de distancia
(Wen-Hsiung, 1997). La distancia genética se define como la magnitud de las diferencias

génicas © gendmicas entre poblaciones y es medida con alguna cantidad numérica. Fl



nimero de sustituciones de nucledtidos por sitio 0 nimero de sustitucién génica por locus
es una medida de distancia genética (Nei, 1987). Los métodos de distancia mas comunes
son: el método de neighbor-joining (NJ) y el método de medias aritméticas no ponderado
(UPGMA).

El método de UPGMA se basa en suponer que la tasa de evolucién es aproximadamente
constante entre los diferentes linajes evolutivos de modo que existe una relacién linear
entre la distancia evolutiva y el tiempo de divergencia (Takesaki y Nei 1996; Socal, 1958).
UPGMA emplea un algoritmo secuencial de agrupamiento que consiste en identificar a los
dos OTUs con la menor distancia, (esquema 3a) esta agrupacién es considera como un
simple OTU compuesto a partir del cual se empieza un nuevo calculo y el siguiente OTU
con la distancia més pequeiia es agrupado con el OTU compuesto (esquema 3b).

Este procedimiento se repite hasta contemplar todos los OTUs bajo estudio (esquema 3c).

a) b) Q) A
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Esquema 3 {lustra la construccion de un arbol filogenético por el método de UPGMA.

El principio del método de NJ supone que la tasa de evolucién no es constante entre los
diferentes linajes de estudio y basa en encontrar continuamente “vecinos” que pueden
minimizar la longitud total de arbal. (Wen-Hsiung, 1997).

El método empieza con un arbol en forma de estrella en donde no existe agrupacién de
OTUs (esquema 4a).El primer paso de este método consiste en separar un par de OTUs con

el valor mas pequefio en la longitud de fa rama, este par de OTUs es considerado despuds



como un simple OTU (esquema 4b), nuevamente las distancias genéticas son calculadas
entre los demds OTUs, el siguiente par de OTUs con la suma mas pequefia en la longitud de
la rama es seleccionado para formar la siguiente ramificacion del arbol.

El procedimiento se repite hasta determinar el arbol con ia minima suma en la longitud de

5us ramas.
a b
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Esquema 4 [lustra la construccion de un arbol filogenético por el método NJ.

En los métodos de caracter discreto, el arbol es construido considerando las relaciones
evolutivas de Jas secuencias de DNA en cada sitio nucleotidico (Takesaki y Nei 1996). Los
métodos mas representativos en esta categoria son: el método de maxima parcimonia (MP)
que se basa en inferir el arbol con el menor nimero de cambios evolutivos para explicar las
diferencias observadas entre los OTUs bajo estudio.

El procedimiento para determinar el arbol de MP es el siguiente. Primero se identifican
todos los sitios informatives, para que un “sitio” sea informativo debe tener al menos dos
diferentes tipos de nucledtidos y se deben de repetir al menos dos veces en las secuencias
bajo estudio. Si se utilizan pocos nucledtidos o aminodcidos (sitios) la probabilidad de
obtener un arbol errdneo es alta (Wen-Hsiung, 1997).

Posteriormente se determina el nimero minimo de substituciones en cada sitio informativo
y sumar el nimero total de cambios presentes en los sitios informativos con la finalidad de

escoger el arbol de MP que posea el menor nimero de substituciones nucleotidicas.
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Esquema 5 lustra la construccion de un arbol filogenético por ¢l método MP

El método de maxima verosimilitud (ML) requiere un modelo probabilistico para el
proceso de substituciones nucledtidicas. Esto es, uno debe especificar la probabilidad de
transicidn de un estado nucleotidico a otro en un tiempo de intervalo en cada rama. Ei
método consiste en caicular la Méaxima Verosimilitud de la secuencia de nucledtidos en los
grupos se calculan varias topologias. Finalmente se escoge aquella que obtenga el mayor
valor de verosimilitud (Nei, 1987: Wen-Hsiung 1697).

De los cuatro métodos antes mencionados, NJ y ML son mas eficientes para construir la
topologia correcta del arbol en comparﬁcién de UPGMA y MP (Saitou y Imanishi 1989:
Tateno y cols. 1994). Sin embargo, el métado de NJ requiere menar tiempo de calculé que
el método de ML (Takesaki y Nei 1996).

Actualmente para realizar el analisis filogenético a partir de un gran nomero de datos
moleculares existen programas computacionales que permiten calcular matrices de
distancia y algoritmos filogenéticos de una manera rapida (Avise 1994). Los paquetes de
software comunmente empleados son: PHYLIP (disponible por Joseph Felsenstein,

University of Washington, Seattle), PAUP (escrito por David L. y distribuido por Illinois



Natural History Survey, Champaign), BIOSYS-1 (Swofford and Selander distribuido por
lllinots Natural History Survey, Champaign) y FREQPARS {Swofford and Berlocher
disponible por Smithsonian Institution, Washington, D.C.).

Dentro del paquete PHYLIP, se encuentran una serie de programas con diferentes
algoritmos que se emplean dependiendo de las caracteristicas de los datos que se desean
procesar. Las subrutinas usadas en el anilisis de la region mas informativa del D-loop
fueron;

DNADIST. Emplea 2 diferentes métodos para calcular la matriz de distancias genéticas. La
formula de Jukes-Cantor asume que la tasa de substitucion nucleotidica (transiciones o
transversiones) ocurre con igual probabilidad en un sitio nucleotidico, El método de
Kimura (método de 2 parametros) considera que la tasa de substitucion nucledtidica
transicional es diferente a la tasa nucleétidica transversional, Este ultimo método es mejor
aplicable cuando se estudian secuencias de DNA mitocondrial debido a que las
substituciones nucledtidicas transicionales son mis frecuentes que las substituciones
nucledtidicas transvercionales (Brown 1982).

NEIGHBOR. Con los valores de la distancia genética se construye el dendograma por el
método Neighbor joining que se basa en encontrar continuamente “vecinos” que pueden
minimizar la longitud total de arbol. (Wen-Hsiung, 1997) considerando que la tasa de
evolucion no es constante entre los diferentes linajes bajo estudio.

SEQBOOT. Es una técnica frecuentemente usada como una medida para estimar el nivel de
confidencia sobre la agrupacion entre los diferentes OTUs. Se basa principalmente en hacer
un determinado nimero de replicas {generalmente 1000} de muestreo con remplazamiento
es decir, un sitio que es escogido al azar, este sitio puede ser nuevamente escogido con la
misma probabilidad de cualquier otro sitio.

CONSENSE. Esté pequefia rutina generalmente se utiliza como un paso final después de
haber empleado la técnica de muestreo con remplazamiento (SEQBOOT). El arboi
consenso es calculado por el método “Majority rule” que permite encontrar con mayor
facilidad el arbol con la topologia mas confiable.

TREE VIEW. Es la subrutina que muestra la grafica final del arbol y permite seleccionar
las diferentes formas de presentacion (filograma, radial} que pueden tener el arbol. Tambisn

esta subrutina es utilizada para la conversion entre un arbol con o son raiz.



En general, es dificil reconstruir el verdadero arbol filogenético con la informacion de las
poblaciones actuales; los errores que se cometen son los de la topologia o patron de
ramificacion del arbol. La exactitud del método escogido dependera del tipo de datos
utilizados y de los propésitos del investigador (Nei, 1987).

Considerando las caracteristicas antes mencionadas de la region control (“D-foop ™), en el
presente estudio se utilizd la secuencia mas informativa del “D-loop” (Takeda y cols.
1995) para evaluar la diversidad genética y el posible origen del cerdo criollo mexicano
(CCM) con la finalidad de aportar mayor informacion en estas poblaciones en peligro de

extincion.



Il.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Debido a que las diversas poblaciones de cerdo criollo mexicano 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
Analizar [a diversidad genética y el posible origen del cerdo criollo mexicano (Sus scrofa),
utilizando como marcador genético la secuencia de la region mas polimorfica del “D-loop”
presente en el DNA mitocondrial.

2.2.2.0bjetivos particulares

1) Amplificar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCRY} la regién control

(“D-foop™) en cerdos criollos y cerdos de raza pura.

2) A partir de los fragmentos amplificados obtener la secuencia de nucledtidos de Ia

region mas informativa del D-loap .

3) Analizar las relaciones filogenéticas entre los cerdos criollo mexicano, cerdos de raza

pura y algunas razas de cerdos de origen Europeo y Asiatico.



III. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material biologico

Se obtuvo de sangre periférica en tubos con EDTA de 31 cerdos criollos mexicanos
(CCMY): 27 cerdos “pelon mexicano”, 1 cerdo “pata de mula” y 3 cerdos “cuino”,
procedentes de diferentes regiones geograficas del pais. También se conté con muestras de
sangre periférica de 23 cerdos de raza pura (CRP): 4 Landrace, 4 Hampshire, 4 Large
White, 4 Duroc, 4 Yorkshire y 3 cerdos vietnamitas obtenidas en granjas comerciales
(Cuadro 1)

Cuadrel. Procedencia de las muestras.

CERDOS | NUM. PROCEDENCIA IDENTIFICACION
Raza
CRIOLLOS 4 Guerrero (Altamirano) PGI, PG2, PG3, PG4
N:\:ei I’;‘:g“ 3 Veracruz PV1, PV2, PV3, PV4
(Py=27 4 Tabasco PTI, PT2, PT3, PT4
?(L:")":OBS 4 Nayarit (Quiviquinta) | PN2, PN10, PNITL, PNI2
Pata de 8 PNI1, PN3, PN4, PN5, PM1,

Mula Nayarit (Huajicori) CNI. CN2. CN3

(PM) =1 4 Nayarit (San Diego) PN6, PN8, PNI3, PN14
3 Nayarit (Tamarindo) PN7, PN9, PN15
CERDOS 3 Vietnamita (CV) Cvl, CVv2,CV3
DE RAZA 4 Large white (LW) LWI, LW2, LW3, LW4
PURA 4 Landrace (LA) LAL, LA2, LA3, LA4
N=23 4 Duroc {DU) DUI, DU2, DU3, DU4
4 Hampshire (HA) HA1,HAZ, HA3, HA4
4 Yorkshire (YK) YKI, YK2, YK3, YK4
TOTAL 54 T

PG: Pelén de Guentero, PN: Peldn de Nayarit, PT: Pelon de Tabasco, PV Pelon de Veracruz, PM: Pata de
Mula, CN: Cuino de Nayarit, LA: Landrace. HA: Hampshire, LW: Large White, CV: Victnamita YK:
Yorkshire.



3.2, Purificacién de DNA total

A partir de las diferentes muestras de sangre, se obtuvo DNA total mediante la técnica
reportada por Miller y cols. (1998) con algunas modificaciones (anexo 1}.

La integridad del DNA se verifico por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio (anexo 2). La concentracion del DNA se determiné en un fluorémetro

(Hoefer, DyNA Quant 200) siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 3).

3.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la reaccion de PCR, se utilizaron 100 ng del DNA total para amplificar la regién control
(“D-loop”) presente en el DNA mitocondrial.

Para la amplificacién de la region del D-loop, se disefié un par de iniciadores: mitL.3
(" ATATACTGGTCTTGTAAACC) y mitH4 (*AGGCATTTTCAGTGCCITG) que se
localizan en el gen del RNA de transferencia para treonina, y en el gen del RNA de
transferencia de fenilalanina, respectivamente. Los numeros indican la posicién
correspondiente a la secuencia completa de nucledtidos del mtDNA del cerdo (Arnason y
Ursing 1998).

La reaccion de amplificacion se realizo, utilizande un paquete de reactivos para PCR
(BIOTECSA), adicionando las cantidades recomendadas por la casa comercial (anexo 4).
Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo a 94°C (3min), 30 ciclos a 94°C (30scg),
35°C (1min), 72°C (Imin) y 1 ciclo final de 72°C (3min).

La amplificacion se verifico en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio,

utilizando como marcador de peso molecular DNA del bacteriofago A digerido con BstE 11

{A/BstEIl).



3.4 Purificacion del fragmento amplificado a partir del gel de agarosa.

Los productos amplificados de PCR se purificaron a partir del gel de agarosa por un KIT
comercial “QIAquick, Gel Extraction” (QIAGEN, CA USA) Num. de catalogo 28704,
siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 5).

La purificacion del fragmento de DNA previamente amplificado, se verifico en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. La concentracion del fragmento de DNA se
determiné por medio de un Kit de cuantificacion en un fluorémetro (fluoroskan Ascent FL)

{anexo 6).

3.5 Obtencion de la secuencia

El fragmento purificado de mtDNA, se empled como molde para obtener la secuencia de
269 pb de nucledtidos correspondientes a la region mas informativa dentro del “D-loop™.

La reaccién de secuenciacién se preparé mediante un KIT comercial “BigDye terminator
Cycle Sequencing” (PE, Applied Biosystems Foster, CA USA), siguiendo las instrucciones
del proveedor (anexo 7). Los iniciadores que se emplearon para obtener la secuencia
fueron: “mitL.3” (”'”'ATATACTGGTCTTGTAAACC) ¥ “448” (%
TAAGGGGAAAGAGTGGGCGA) como sentido y antisentido respectivamente. Los nimeros
indican la posicién correspondiente a la secuencia completa del mtDNA en el cerdos
(Ursing y Arnason, 1998).

La reaccién de secuencia, se trabajo por PCR, bajo las siguientes condiciones de
amplificacidn: 25 ciclos a 96°C (10seg), 50°C (Sseg), 60°C (4min) con un ciclo final a 4°C.
Al término, de las condiciones anteriores de amplificacion, los dideoxinucleotidos no
incorporados en la reaccién de secuencia se eliminaron por filtracion a través de columnas
“DyeEx Spin” (QIAGEN, CA USA) Nim. de catalogo 63104,

El volumen recuperado se colocé en un concentrador de DNA (Automatic SpeedVac
AS160) hasta secarse completamente. A continuacian se agregd 1.5 pl del colorante de
corrida (5:1 formamida: EDTA 25Mm, 50mg/m! de azul dextran) para resuspender

perfectamente cada muestra. Finalmente las muestras se desnaturalizaron a 94°C durante 10
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min. y se cargaron por separado en geles de acrilamida colocados en un secuenciador

automatico DNA ABI Prysm 377 (PE, Foster City USA).

3.6 Andlisis de tas secuencias.

Las secuencias de nucledtidos de cada muestra, se registraron de forma electrénica y en
electroferogramas. El primer paso de analisis de la secuencia de nucledtidos obtenida fue
ubicar los iniciadores en ambas cadenas con la finalidad de recortar la secuencia y tener
solo el fragmento de interés.

El paso siguiente consistid en editar errores de secuencia que aparecen en la lectura
original, a partir de la identificacion de nucleétidos no definidos en los electroferogramas.
En promedio la lectura de cada cadena se leyd 4 veces para tener mayor confiabilidad en la
secuencia. Posteriormente, las lecturas obtenidas de las cadenas sentido y antisentido, se
alinean para detectar si hay bases que no son idénticas en ambas lecturas. Para esto, a una
de las lecturas se le obtiene la secuencia complementaria.

St hay discrepancias entre las lecturas ambas cadenas se procedio a obtener nuevas lecturas.

3.7 ldentificacion de haplotipos

Con la finalidad de identificar los diferentes haplotipos presentes en la region mas
informativa del “D-loop”, a cada secuencia se le realizé una alineacion multiple en el
programa Multalin (Corper, 1988) con todos los haplotipos previamente descritos en
cerdos.

El polimorfismo en la region del “D-loop” se analizo comparando las diversas sustituciones

nucleotidicas a lo largo de fa secuencia de los diferentes haplotipos.

21



3.8 Anilisis filogenético de las variedades criollas

Con el objeto de estudiar las relaciones genéticas de los cerdos, se compararon los
haplotipos que se identificaron en los 54 cerdos y los haplotipos correspondientes a la
misma regién del “D-foop” previamente reportadas en cerdos de origen asidtico y europeo
disponibles en la base de datos de! GenBank.

Los niimeros de acceso a las secuencias de los haplotipos que se utilizaron en este analisis
son; Raza Duroc: DUD (D16483); Jabali silvestre europeo: EWBI1 (AB015094), EWB3
(AB015095), Gottingen: GOT (D16483); Jabali silvestre japonés: JWB4 (D42176), JWB8
(D42174), JWB10 (D42177), JWB39 (D42178), TWBSS (ABO15085), JWB72
(ABO15086); Cerdo Landrace: LAQ (D42170); Large White: LWO (D16483); Meishan:
ME1 (D16483), ME2 (D16483); New Satsuma: NSA (D42182), Ohmini: OHM (D42183)
Cerdo de Okinawa: OKI (AB015092); Cerdos de Ryukyu: RY1 (AB015087), RY2
(ABO15088), RY3 (AB01589), RY4 (AB01590); Satsuma: SATI (D42180), SAT?2
(ABO15091); Cerdo miniatura de Yucatan CMY (AB015093),

Las relaciones filogenéticas se analizaron de la siguiente manera:

Se realizd una alineacién maltiple en el programa: ClustalW 1.8 (Worley, 1993) con las
secuencias antes mencionadas. Posteriormente, se analizo el resultado de alineamiento en el
paquete de computacion PHYLIP version 3.57 (Felsenstein, 1995).

Las distancias genéticas entre las diferentes secuencias se calcularon por el modelo de 2
parametros de Kimura (1980), empleando la subrutina “DNADIST”.

Con los valores de distancia genética se construyé un dendrograma por el método de
"neighbor-joining" (Saitou y Nei, 1987) utilizando la subrutina NEIGHBOR. La
confiabilidad en la topologia del arbol se calculd con 1000 réplicas generadas por el método
de “bootstrapping” (Felsenstein, 1985) dentro de la subrutina SEQBOQT, el arbol consenso
se obtuvo por el método “Majority rule” {(Margush & McMorris, 1981} empleando la
subrutina CONSENSE.

La grafica del arbol se obtuvo por medio del programa “Tree View”, version 12

considerando un cerdo Ryukyu como grupo externo,

22



IV. RESULTADOS

4.1. Purificacién del DNA

El DNA total obtenido a partir de muestras de sangre periférica de los cerdos criollos y
cerdos de raza pura, se verifico en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml). La integridad del DNA purificado fue aceptable por que no se observo ningiin

tipo de barrido que indicara degradacién parcial o total del material genético (figura 1).

Figura 1.Integridad de! DNA total. El carril | muesira el marcador de
peso molecular ABStE II del carnil 2 al 6 s¢ encuentran las muestras: Pelon
de Guerrero (PG1), Pelén de Nayarit (PN1), Pelén de Tabasco (PT1), Cerdo
Large White (LW1} v Cerdo Vietnamita (CV1) respectivamente.
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4.2. Amplificacién

En la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se observo la amplificacion de dos

fragmentos, el primer fragmento de 1274 pb corresponde 2 la region control (D-loop)

presente en el mtDNA, el segundo fragmento de aproximadamente 900 pb corresponde a un

producto de amplificacion inespecifico (figura 2).

1274 pb

900 pt

Figura 2. Amplificacion de la region control (D-loop). En cl carril 1 se encuentra el niarcador de peso
malecular ABStE [1. Del carril 2 al 6 los fragmentos amplificados de los cerdos: Pelén de Guerrero (PG 1),
Pelén de Tabasco | (PT1), Pelon de Veracruz, | (PV1), Cerdo Victnamita ! (CV1) y Cerdo Landrace 1 (LAT).

Posteriormente, para obtener la secuencia de nucledtidos el fragmento amplificado de 1274pb,
se purifico a partic del gel de agarosa con la finalidad de eliminar amplificaciones
inespecificas, iniciadores, nucledtidos y restos de sales que pudieran inhibir la reaccion de

secuencia {figura 3).
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Figura 3. Purificacion del fragmento a partir de gel de agarosa. El carmil 1 corresponde al marcador de pese
molecular M/BstE I, del carril 2 al 6 se encuentra los fragmentos purificados del Cerdo Vietnamita 1 (CVD,
Cerdo Landrace 1 (LA1), Pelén de Tabasco L(PT1), Pelon de Guerrero | ¥ Pelon de Veracnuz 1.

4.3. Secuenciacion de los fragmentos amplificados

A partir de los fragmentos purificados del gel de agarosa, se obtuvo una secuencia de 269pb
comrespondiente a la region mas informativa del D-loop. La secuencia se obtuvo de ambas
cadenas de las diferentes muestras.

Los electroferogramas se utilizaron para evaluar la calidad y editar los posibles errores de
lectura de las secuencias. La calidad de la secuencia, se determind mediante la legibilidad de 1a
lectura y en tener un nimero de nucledtidos no identificados reducidos en jos
electroferogramas(figura 4). Las secuencias que no estuvieran dentro de estos rangos fueron

repetidas,
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Figura 4. Electroferograma. Muestra las secuencia de nucledtidos correspondiente a la region mas

informativa del D-loop,

El analisis de alineacion entre las secuencias de los 31 cerdos criollos y en los 23 cerdos de raza
pura estudiados permitid observar 13 sitios polimérficos a lo largo del fragmento de 269pb.
Estos sitios polimorficos revelaron 14 haplotipos diferentes presentes en la region mas

informativa del D-loop en los cerdos estudiados (Cuadro 2).
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Cuadro 2 Haplotipos y sitios polimoérficos presentes en la region mas informativa del

D-loop en los CPM y en los CRP estudiados.

S R R E B T E B EA T e
0 |[MEISHAN 1 c|rjcirtielr!T ClT|T|G]|C|T
1 [PGl,LW], LA4 A
2 |PN1, PN2, PN3 T A
[ e ™ [t | e [a <] | T<
4 II;?IZ’ E\(A}/}g PG4, PVI, PV2, PV3, T clalc c A
5 [PV4 T|C ClA]|C C A
6 |PNIO, PN, PN12, PNI3 T AlcCc|c¢ C A
7 |PT2, PT3, PT4 T clajc|c C
e o | | [e]ael<[ T<[ I3
9 JLA2 T Gl|clalc|c C A
10 |PNI4 AlC]lcC C A C
Il |PN15 T AlC|ClT]|C A
12 |YKI], YK2, YK3. HA3 T ClAa|C|cC crci|a
13 |YK4 C cCla
14 |LW3 C C AT

HP: Haplotipo; PG: Pelén de Guerrero,
Pata de Mula, CN:Cuino de Nayarit, P

PN: Pelon de Nayarit, CV: Cerdo Victnamita, PM: Cerdo

V. Pelén de Veracruz, PT: Pelén de Tabasco, LA: Cerdo

Landrace, HA: Hampshire, LW: Large White, DU: Cerdo Duroc, YK: Cerdo Yorkshire.

Se registraron 9 haplotipos (HP1, HP2, HP3, HP4, HPS, HP6, HP7, HP10 y HP11) en los

cerdos criollos (cuadro 2). Ei haplotipo HP3 fue el mas frecuente en las variedades criollas con

un total de 11 cerdos (3 cuinos, 6 pelones, | cerdo pata de mula y | cerdo vietnamita). Mientras

que los cerdos de raza pura presentaron 8 haplotipos (HP1, HP3, HP4, HP8, HPY, HPi2, HP|3
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y HP14). El haplotipo méis comin en los cerdos de raza pura fue HP8 con 12 cerdos (3
hampshire, 2 landrace, 4 duroc, I large white y 2 cerdos vietnamita) (cuadro 2).

Hubo 3 haplotipos compartidos entre los cerdos criollos y los cerdos de raza pura; HP1, HP3 y
HP4 (cuadro 2).

En los 13 sitios polimorficos presentes en la region méas informativa del D-loop, se observaron
4 tipos de sustituciones nucleotidicas, 3 transiciones (C por T, G por A y T por C) y una
tranversion (C por G). El nimerc de cambios nucleotidicos totales en las secuencias fue de 305
de los cuales el 55.0 % corresponde a la transicién de T-C, el 28.24% a la transicion G-A. el

16.40 % corresponde a la transicion C-T y el 0.33 % a la transversion C-G (Cuadro 3)

Cuadro 3. Sustituciones nucleotidicas observadas en la region mas informativa del

D-loop con relacion a la secuencia del cerdo Meishan.

15,682
15,711 42
15,738 46
TporC 15,755 26 55.00%
15,822 47
15,837 5
15,886 ]
15,726 46 .
Gpor A 15.875 40 2824 %
15,673 48
CporT 15,805 ] 16.40 %
15,884 i
CporG 15,704 ! 0.36%
CAMBIOS TOTALES 100 % ’I

Los haplotipos identificados en este trabajo se depositaron de manera electronica en la base de

datos del Genebank, bajo los siguientes niimeros de acceso (Cuadro 4).
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|Cuadro 4. Nimeros de acceso al GenBank, para los haplotipos registrados en este estudio.

AF364309

AF082020

AF082022

HP4 PT1 AF082017
HPs PV4 AF082016
HP6 PNI2 AF082018
HP? PT4 AF364310
HP8 cv3 AF364311
HP9 LA2 AF364312
HP10 PN14 AF082014

AF082015

AF364313

AF364314

AF364315

4.4 Anilisis filogenético

Al comparar la alineacion entre los 14 haplotipos registrados en este trabajo con los haplotipos
previamente descritos y disponibles en la base de datos del Genebank de cerdos de origen tanto
Asiatico como Europeo se encontraron 21 sitios polimérficos dentro de la region mas
informativa del D-loop (Cuadro 5). Los cambios nucleotidicos revelaron 30 haplotipos totales
incluyendo los 14 haplotipos identificados en este estudio. De estos, 9 haplotipos na habian
sido descritos (HP1, HP3, HPS, HP7, HP9, HP10, HP11, HP12 y HP13 ). Los haplotipos HP2,
HP4, HP6, HP8 y Hi4 fueron previamente reportados en cerdos de Okinawa y Satsuma (OK],
SAT!) un cerdo Duroc (DUO), un cerdo miniatura de Yucatan {CMY), un cerdo Landrace
(LAD), un cerdo Satsuma y un Large White (SAT2, LW0) respectivamente (cuadro 5),
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Cuadro 5 Haplotipos presentes en la regién D-loop det DNA mitocondrial en cerdos.

HP
& Izlelgtglalzisl=lalzlz]lelalelzialslelz]s |e
2 (22 EE BRI EEEEEEEEEEREERE
8 — — — — —
O/ME2|TIC|G]T|C|cliT]T|G!CclAalTITIClAlT T|G]JC|T]|C
1
OKI,
2 1saTi T
3 T ClA C C
4 | DUO T ClA C C A
5 T C Cla C C A
6 | CMY T A C|C C A
7 T ClA C|C C
8] LAO T ClA clcC C A
9 T G ClA c|C C A
10 A clcC C A C
11 T A Cl|CIT C A
12 T ClA cjlc CJIClA
13 C cla
SAT2
141 L wo C clal|T
15 |EWB3 T C Ccj|]C C
16 | EWB1 T C C C
17 | ME] A A
18 | NSA A T
19 NWB72 T AlT
20| GOT T C ClA|T
21 | OHM C T
22 | JwWio T C G AT
23 | IWB4 T C AlT
24 | iwWBS T T C C AlT
25 iwB3e T C C AIT
26 [JWBSS T C C A
27 |RYUI T C G
28 IRYU2 T T C G
29 RYU3| CIT T C G
IO[RYWIC| T T G

Haplotipos (HP) 1-14 corresponden a los descritos en ¢l cuadro 3. Los cerdos de origen Europeo y
Asidtico registrados en ¢l GeneBank incluidos en el cuadro son: OKI: Cerdo de Okinawa, SAT: Cerdo
Satsuma, DU Cerdo Duroc, CMY: Cerdo de Yucatan, LAO: Cerdo Landrace, EWR: Jabali Silvestre
Europeo. ME: Cerdo Meishan. SAT: Cerdo New Satsuma, JWB: Jabali Silvestre Japoncs, GOT:
Gottingen, LWt Large White, OHM: Ohmini. RYU: Ryukyu
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Con el fin de evaluar el posible origen del cerdo criollo se construyd un dendrograma por el

método de “neighbor- joining” a partir de los 30 haplotipos presentes en la region mas

informativo del D-loop de cerdos criollos, cerdos de raza pura, cerdos asiaticos y europeo

(Figura 4). En el dendrograma se observo 2 lineas principales de diferenciacion genética, un

linaje Asiatico y otro Europeo. Los cerdos criollos se encontraron dentro de las dos ramas, 10

haplotipos se agruparon en la rama Europea y 4 haplotipos en la rama Asiatica (Figura 4).

JWB4

JWB10
LINAJE
ASIATICO HPL4 HP2
wo  HPI3 SAT!,OKL
PN,
ML o w2 ™ me2
HP1 Lwircr,
LAd4 NSA
ME1
Juss 78 : 620
572
39 408 343 499
JWB 110
JWBS 26 156 11
137 240
77
RY1 462
17 331
RY2 679 A 213
588 506 N 236 355
B as S HP? L
RY4 328 "N\D HP8 a1 Az HAd.CVICVILAL
RY3 LW4,DU).DU2,103.DU4, LAY
485 HP12 vrivkayksHas
EWB3 HP5 pva
EWB1 HP4 pG2.PG3 PGAPVIPVL PV PTILLW2 DUB
HP7 rr2.p12.P14
PH10 HP3
PNI4 CVILPMI
CNICN2
NI o[j’ 5161 HP11  CNa.pw4
PNIZPNI3  PNIS PNSING LINAJE
oM PN? EUROPEQO

Figura 4, Relaciones filogenéticas de los cerdos eriollos. Los valores en los nodos corresponden al
porcentaje de veces que se repile la topologia de la rama en 1000
réplicas. Los haplotipos de los cerdos estudiados en este trabajo son indicados en negritas,
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DISCUSION

Los diferentes cambios nucleotidicos a lo largo del fragmento de 269 pb correspondiente a
la region més polimérfica dentro del D-Joop presente en el mtDNA (Takeda y cols., 1995),
permitié identificar 14 haplotipos en los cerdos analizados (31 CCM y 23 CRP), de los
cuales 5 (HP2,HP4,HP6, HP8 y HP14) habian sido descritos previamente

En los CCM se registraron 9 haplotipos (HP1, HP2, HP3, HP4, HP5, HP6, HP7, HP10 y
HP11) en comparacién, con los CRP donde se identificaron 8 haplotipos (HP1, HP3, HP4,
HPg8, HP9, HP12, HP13 y HP14), considerando que se estudiaren 5 razas comerciales
diferentes (Duroc, Hampshire, York, Large White, Landrace) ademas de los cerdos
Vietnamitas. Se encontraron 3 haplotipos (HP1, HP3 y HP4) que se comparticron los CCM
y los CRP. Estos resultados se compararon con un estudio similar hecho per Okumura y
cols, (1996) quienes analizaron un fragmento de 1055 pb del D-foop y encontraron 8
haplotipos diferentes en un grupe de 40 cerdos silvestres japoneses. En cambio, en este
estudio se identificaron 9 haplotipos en un grupo de 31 CCM, lo cual puede sugerir que los
niveles de diversidad genética en los cerdos criollos son considerables.

Por otro lado, el andlisis filogenético efectuado entre los 14 haplotipos y los haplotipos
presentes en la region del D-loop de cerdos con origen Asiatico y Europeo, mostré la
existencia de 2 principales lineas maternas de descendencia: una linea que origina a razas
asiaticas y otra donde provienen las razas europeas. Esta genealogia concuerda con la
descrita previamente en los trabajos realizados por Wantanabe y cols. {1985) quienes
analizaron RFLP’s en el mtDNA, Okumura y cols. (1995) usando la secuencia completa de
la region D-loop y recientemente por Giuffra y cols. (2000} quienes analizaron un
fragmento de 440 pb de la misma region del D-loop.

De los 14 haplotipos registrados en este trabajo, 4 haplotipos (HP1, HP2 y HP13 HP14) se
encontraron en la rama asidtica, los haplotipos HP1 y HP13 corresponden a haplotipos
asiaticos nuevos. El HPI agrup6 a un cerdo pelén de Guerrero (PG1), un Large White
(LW1) y un cerdo Landrace (LA4). El HP13 solo incluyé al cerdo Yorkshire (YK4). Los
haplotipos HP2 y HP14 fueron previamente reportados, el HP2 agrupd a un cerdo de
Okinawa, un Satsuma y tres cerdos pelones de Nayarit (PN1, PN2 y PN3) y el HP14 se
conformé de 2 cerdos Large White (LWO y LW3) y un Satsuma.

32



También dentro de la rama asiatica se encontraron a los jabalies silvestres japoneses, a los
cerdos Meishan, Ohmini, Newsatsuma y Gottingen. Los cuatro cerdos Ryukyu se
agruparon en una linea genealdgica independiente pero formando parte de la rama Asiatica.
La presencia de haplotipos asidticos en cerdos de razas modernas no es sorprendente, ya
que existen repories en donde se menciona que algunas razas comerciales se originaron a
partir de razas Asiaticas (Giuffa y cols.2000; Watanabe y cols.1985).

El descubrimiento de haplotipos asiaticos en los cerdos criollos probablemente sea el
resultado de importaciones de cerdos de diversas regiones orientales traidos a México a
través de la ruta nautica de la Nao de China (Santiago-Cruz, 1962) que fueron criados y
lograron establecerse hasta los presentes dias en nuestro pais.

Otra posible explicactén es la cruza de cerdos criollos con cerdas comerciales de raza
moderna que conservan haplotipos asiaticos, aunque esto es poco probable debido, a que la
mayoria de los cruzamientos utilizan preferentemente sementales de raza mejorada que se
cruzan con un gran aumero de cerdas locales.

Con lo que respecta a la rama Europea se observaron 5 nodos (A-E) de diferenciacion
genética que siguen un orden progresivo de diferenciacion. El nodo A, fue la rama mas
cercana al linaje asiatico y agrupd los haplotipos HP15 y HP16 que incluyeron a los
jabalies silvestres Europeos (EWB| y EWB2) respectivamente. El nodo B estuvo integrado
solo por haplotipos encontrados en los CCM (HP6, HP10 y HP11). Interesantemente, el
HP6 fue previamente reportado en un cerdo miniatura de Yucatan (con nimero de acceso al
GeneBank AB015093). Esto no es extraiio ya que el cerdo miniatura de Yucatin (CMY) se
origind a partir de poblaciones criollas de cerdos (Panepinte y cols.1978). El hecho de
encontrar este haplotipo en regiones tan distantes como Nayarit, sugiere que existio un
amplio trafico de los cerdos criollos en el pais. Los haplotipos HP10 y HPI1 no han sido
descritos en razas comerciales, por lo que es muy probable que sean especificos de los
CCM. Aunque es importante resaltar que las poblaciones comerciales de cerdos han sido
pobremente estudiadas y no se conocen todos los haplotipos existentes en estas poblaciones
de cerdos.

El nodo C incluyo los haplotipos HP3 y HP7 que fueron casi exclusivos para los CCM con

la excepcion del HP3 que incluyd a un cerdo “Vietnamita™.
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En el nodo D se encontraron dos haplotipos, el HP5 incluyé sélo un cerdo pelon de
Veracruz; y el HP4 que se conformd por siete CCM (tres pelones de Guerrero, tres pelones
de Veracruz y un pelon de Tabasco) y dos CRP (un cerdo Large White y un Duroc). Es
dificil asegurar si este haplotipo proviene de un cruzamiento entre CRP con CCM; o sea un
haplotipo ancestral entre los CCM y Jos CRP.

El nodo E fue el mas distante de la rama asiatica. Este nodo incluyd los haplotipos HP8,
HP9 y HP12 que agruparon solo a CRP incluyendo a dos cerdos Vietnamita. Previamente,
Lan y Shi (1993) basindose en estudios de RFLP's (Polimorfismo en el tamafio de los
fragmentos de restriccion) del DNA mitocondrial, propusieron que los cerdos vietnamitas
$0N un grupo mas cercano a las razas europeas que a las razas asiaticas. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en la secuencia nucleotidica de la region mas informativa del D-loop,
apoyan la idea evolutiva de que los cerdos vietnamitas y europeos se originaron a partir de
un ancestro comun distante a los cerdos asiaticos. Esto explica el encuentro de haplotipos
vietnamitas compartidos con cerdos de raza comercial, cerdos pelones, cuinos y cerdos pata
de mula.

Otro aspecto relevante es la confirmacion que la raza de cerdos Large White sé derivada de
haplotipos tanto Europeos como Asiaticos. Este resultado concuerda con los estudios
previamente realizados por Watanabe y cols. {1985) quienes mediante RFLP’s concluyeron
que los cerdos Large White se originaron de la cruza de cerdos Europeos y cerdos
Asiaticos.

Es importante resaltar la ramificacion en los nodos B y C que agruparon exclusivamente las
poblaciones de CCM, en comparacion con los nodos D y E que incluyeron a CRP, estos
agrupamientos sugieren que los ancestros de las poblaciones de CCM no tomaren parte en
tas poblaciones que originaron a las razas modernas de cerdos. Una consecuencia de esto es
que la constitucidon genética de algunas poblaciones de CCM pueden tener diferentes y
unicos alelos en comparacion a ios CRP. Lo anterior, esta de acuerdo con un reciente
estudio donde se analizd la frecuencia de 10 microsatélites en 177 CCM no relacionados de
siete regiones de México y |11 CRP (Landrace, Large White, Hampshire y Duroc). Los
resultados concluyeron que los CCM pertenecen a un linaje genético divergente de los
CRP. Ademas los CCM han desarrollado varios linajes de diferenciacion genética

asociados a su localizacion geografica (Lemus-Flores y cols; 2001 en prensa). Sin embargo,
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se requieren de estudios mis extensos para resolver estas cuestiones acerca de la

distribucion geografica de los patrones basados en la mitocondria.

VII. CONCLUSIONES

I) Se identificaron 14 haplotipos en la region mas informativa del D-loop en los 54

cerdos que se estudiaron.

2) En los CCM se encontraron 9 haplotipos (HP1, HP2, HP3, HP4, HPS5, HP6, HP7,
HP10 y HP11) en comparacion con los CRP que tuvieron 8 haplotipos (HP1, HP3,
HP4, HP8, HP9, HP12, HP13 y HP14) presentes en 5 razas diferentes.

3) Los datos obtenidos en los analisis filogenéticos sugieren que las poblaciones de
cerdo criollo tienen un origen diverso debido a que se encontraron 2 haplotipos en la

rama Asiatica y 12 haplotipos en la rama Europea.

4} Este estudio permite proponer que los cerdos no participan en la formacion de las

variedades comerciales modernas.
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ANEXOS

ANEXO I: PURIFICACION DE DNA TOTAL A PARTIR DE
SANGRE PERIFERICA

Emplear 1m! de sangre y hacer 2 a 3 lavados con un volumen de agua desionizada estéril,
centrifugar por 10 min. a 12,000 rpm. Resuspender perfectamente el botén celular con
200ul de la solucion de lisis, afiadir RNAasa a una concentracién final de 10pg/mi incubar
por 1 hora a 37°C. Al término de esta incubacion adicionar proteinasa K a una
concentracion de 50pg/mi dejar incubar 2 horas a 50°C y 1 hora a 65°C.

Agregar Cloruro de Sodio a una concentracion final de 2M y centrifugar 15 min. a 12,000
fpm recuperar con mucho cuidado el sobrenadante en un tubo eppendorf de 1.5 mi.
Posteriormente, precipitar el DNA con 2 volimenes de etanol frio al 100%. La pastilla se
recupera por centrifugacion durante 10 min. a 12,000 rpm.

Realizar 2 lavados a la pastilla de DNA con etanol frio al 70% utilizando las mismas
condiciones de centrifugacion, poner a secar la pastilla en una centrifuga de baja velocidad
(speedVac).

Finalmente la pastilla de DNA se resuspende en 200p] en H20dd estéril, cuantificar y diluir

a una concentracion de 50ng/ul, almacenar en congelacion hasta su utilizacién,

Soluciones necesarias:

Solucion de lisis: Tris-HCL pH 8.0, 400mM NaCl, 20mM EDTA, 0.5% SDS§

Rnasa: (20mg/ml)

Proteinasa K: (50mg/ml).
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ANEXO 2: PREPARACION DE GELES DE AGAROSA AL 1%

Colocar lgr de agarosa en 100 ml de TBE 1X calentar en bafio Maria hasta que la agarosa

se disuelva. Posteriormente agregar bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5

pg/ml.

Soluciones necesarias:

TBE 5 X: 54 g de Tris base, 27.5 g de acido barico, 20 ml de EDTA 0.5 molar pH 8.

Aforar a un litro de agua destilada estéril.

Bromuro de Etidio 10 mg/mL: Pesar 50 mg de bromuro de etidié disolver en 5 ml

CON agua estéril,

ANEXO 3: CUANTIFICACION DEL DNA

1.- Preparar la solucién standard, colocar 2 ml de esta solucién en una cubeta de vidrio

como blanco, ponerla dentro del fluorométro (Hoefer, DyNA Quant 200) y presionar

<ZERO>, cuando la pantalla indique cero remover la cubeta,

2.- Calibrar el fluorémetro diluyendo 2ul del DNA standard en 2 ml de la solucién

standard, presionar el boton de <CALIB>, indicar el valor de calibracién (100 ng/ui) y

presionar el boton <ENTER> para aceptar la instruccion.

3.- Para la lectura de cada muestra problema, se utiliza el blanco para llevar a cero el aparato.
Emplear 2ul de la muestra por cada 2 ml de la solucion standard. Hacer las repeticiones que sean

necesarias para cada muestra.
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Soluciones necesarias:

Buffer TNE 10X: 12.1] g de Tris (100 mM), 3.72 g de EDTA (10 mM), 116.89 g de
NaCl (2 M). Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 con HCL concentrado.
Aforar a 1 litro con agua destilada
Solucidon standard : 10ul de ta solucion stock H 33258, 10 ml de TNE (10X} y S0 ml de agua

destilada estéri].

Solucién Stock de Hoechst: Adicionar 10 mi de agua destilada a 10 mg del colorante H
33258

ANEXO 4: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

DNA 50ng/ul
Amortiguador (1.5 mM
MgCh)iox
Dcoxinucleotidos(dATP,dCTP,
dGTP,dTTP) 2mM
BSA 3 mg/ml

Triton 2%
Iniciadores (10uM)
Tagq polimerasa (250 U/uh
H,0 dd estéri)

ANEXO 5: PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR
DE GELES DE AGAROSA

I.- Cortar e! fragmento amplificado del gel de agarosa y colocarlo en un tubo eppendorf de
2ml

2.-Pesar el fragmento y adicionar 3 volitmenes de del Buffer QG a un volumen de gel (100
mg/100ul), incubar 10 minutos a $5°C hasta que la agarosa este completamente disuelia.

3.- Adicionar un volumen de isopropanol a la muestra y mezclar perfectamente.
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4.- Colocar una columna QiAquick deatro de un tubo colector, adicionar la muestra y
centrifugar a 13,500 rpm por I min,

5. Decantar el sobrenadante del tubo colector y adicionar 500 pl del buffer QG para
remover trazas de agarosa, centrifugar a fas mismas condiciones,

6.- Lavar la columna con 750 ul de buffer PE, dejar reposando la columna durante 5 min,
Volver a centrifugar bajo las mismas condiciones.

7.- Decantar el sobrenadante del tubo colector y centrifugar por 1 min. adicional.

8.- Colocar la columna en un tubo eppendorf limpio, eluir el DNA agregando 50 pl de
buffer EB dentro de la columna QIAquick y centrifugar a las mismas condiciones,

9.- Alternativamente, para incrementar la concentracion de DNA, adicionar 30 pi de] buffer

EB al centro de la columna, dejar reposar 1 min. y centrifugar a 13,500 durante | min.

ANEXO 6: CUANTIFICACION DEL FRAGMENTO PURIFICADO

.- Construir una curva tedrica de lectura a partir de un DNA standard (2pzg/ml) haciendo

las siguientes diluciones.

100 ul 100 pl
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Para cada muestra problema, hacer una dilucién 1:20.

MUESTRA PROBLEMA PICOGREEN
95 pl 100 pl

2.- Mezclar perfectamente y distribuir por duplicado 100l de cada muestra sobre una placa

de ELISA. Las muestras se leen en un FluoroSkan utilizando el programa ASCENT.

3.- La concentracion del fragmento de DNA purificado se obtuve por medio del analisis de

regresion lineal.

Nota: Las diluciones tanto del DNA standard como las muestras problema pueden

aumentar o disminuir dependiendo del valor obtenido en el analisis de regresion lineal,

ANEXO 10: REACCION DE SECUENCIA

1.- Preparar una reaccion para cada iniciador adicionando los siguientes reactivos:

Buffer Mix 10 X 4l

DNA 10-15 ng
*Iniciadorpl 3.2 1.6 pl
prnol
DMSO 1 ul
H,0 dd esteril Cpb 20 i
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DNA

mtDNA

bp

cbp

pH

min

ml

ul

mM

ng

0.D.

pm

seg

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico mitocondrial

Pares de bases

Cuanto baste para

Potencial de iones hidrogeno

minutos

Mililitro

Microlitro

Minimolar

nanogramaos

Densidad optica

Revoluciones por minuto

Segundos
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