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Abstract

The major histocompatibility complex in swine leukocyte antigen known as, and is an
Palabras clave: important genetic region that influences disease resistance, level of polymorphism is
Polimorfismo associated with the host's immune capacity. The pig hair-less Yucatan is a local
Endonucleasas genotype that originated with pigs introduced during the conquest, and is believed to
Resistencia a possess an innate resistance to disease. We analyzed the DQB gene polymorphism i
enfermedades the leukocyte antigens in Yucatan hairless pigs. DQB gene was amplified from 30 pigs

and digested with two restriction enzymes Haelll and RSAL. Were cloned and
Keywords: analyzed the sequences in ten pigs of different municipalities. Haelll sites were
Polymorphism detected: 84, 167, 168, 171, 190, 191, 201, 202, 219 and 220, generating five alleles of
Endonucleases which three were new. With RSAL four sites were identified: 27, 111, 141 and 142,
Disease generating four alleles, of which two were new. It can be concluded that the local pig
resistance DQB gene Yucatan expressed a certain level of polymorphism, and information

technologies were cloning by PCR (reaction polymerase chain) and enzymatic

sequencing. You should continue the study wusing more samples

Resumen

El complejo mayor de histocompatibilidad en el cerdo se conoce como antigeno leucocitario, y es una regic
genética importante que tiene influencia en la resistencia a enfermedades, su nivel de polimorfismo se asoci
la capacidad inmune del hospedero. El cerdo pelén de Yucatan es un genotipo local que se originé con |
cerdos introducidos durante la conquista, y se cree que posee una resistencia innata ante las enfermedades.
Se analiz6 el polimorfismo en el gen DQB de los antigenos leucocitarios en el cerdo pelon de Yucatan. S
amplifico el gen DQB de 30 cerdos y se digirieron con dos enzimas de restriccién Haelll y Rsal. Se clonaron
analizaron sus secuencias en diez cerdos de diferentes municipios. Los sitios detectados con Haelll fueron: |
167, 168, 171, 190, 191, 201, 202, 219 y 220; generandose cinco alelos de los que tres fueron nuevos. Con R
se detectaron cuatro sitios: 27, 111, 141 y 142, generandose cuatro alelos, de los que dos fueron nuevos.
puede concluir que el gen DQB del cerdo local de Yucatan manifestdé un cierto nivel de polimorfismo, y las
tecnologias més informativas fueron la clonacion mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y
secuenciacion enzimatica. Se recomienda continuar con el estudio utilizando mayor nimero de muestras..

Introduccion

El cerdo pelén mexicano es un biotipo poco estudiado y valorado se encuentra en el pais desde hace mas
cuatro siglos, , representa un recurso de variabilidad genética importante, y se cree que es resistente
enfermedades, sin embargo no se cuentan con estudios suficientes que avalen dicho argumerdiball,emus
2001). Es importante saber que la respuesta inmune esta controlada en muchos casos, por genes que perten
a un grupo conocido como Complejo Mayor de Histocompatibilidad, y en el cerdo es conocido como Antigeno:
Leucocitarios en Cerdo (SLA), este complejo es una regiéon genética importante que tiene influencia en |
resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas. La organizacion gendémica de la region de |
antigenos leucocitarios en cerdos es similar a la de los humanos y bovinos, en la clase Il y Il y clase
respectivamente. Ldsci de clase Il codifican moléculas polimoérficas que se encuentran en la superficie de las
células presentadoras de antigeno y constan de dos cadenas proteinicas, denominadas alfa y beta (Abbas, 2
Cabe mencionar que las secuencias polimorficas de las moléculas se ubican alrededor de los skgrigntos
inclusive entre ambos, pero se ha demostrado mayor polimorfismo en el s¢ggmPedos genes clase Il solo
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se reporta el SLA-DR y el SLA-DQ, quienes se han expresado a nivel de proteina @uaney998; Hirsch

et al., 1992). En el cerdo y ser humano normalmente se expresan grandes cantidades de moléculas CMH cl:
Il en el endotelio vascular renal y en los glomérulos, un hecho importante en el rechazo de trasplante ren
(Tizard, 2002). Hasta la fecha existe la interrogante porque el cerdo local de Yucatan es resistente
enfermedades parasitarias e infecciosas.., En el presente trabajo se realiz6 un estudio preliminar c
polimorfismo en el gen DOB de los Antigenos Leucocitarios en cerdos locales de Yucatan.

Material y métodos

El estudio abarcdé 12 granjas ubicadas en diferentes municipios del estado de Yucatan (Cansahce
Mani,Mérida-Periférico Oriente, Mérida-Dzununcan, Mérida-Xmatcuil, Motul, Peto, Sucila, Tetiz, Timucuy,
Tzucacab y Uman. Se utilizaron 30 muestras de ADN genomico de cerdos locales, que cumplieron con
estandar racial propuesto por Lemus y Alonso (2005), Para amplificar el ADN obtenido, se utilizé los
iniciadores reportados por Fang et al (2005), el, SLA-DOQB  sentido (5
CGGAATTCCCCGCAGAGGATTTCGTGTACC 3) y el SLA-DQB antisentido (5
CCGTCGTGCCTTCCTCTAT 37), mediante la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) con u
tamafio de producto esperado de 273 pares de bases (pb) que formé parte del intron 1 y el exon 2. Se utiliza
dos enzimas de restriccion para digerir los productos de PCR del gen DQB, la Haelll y la Rsal con sitios d
corte GG'CC y GT AC, respectivamente. Se visualizaron los fragmentos obtenidos en geles de poliacrilamid
(12%), tefiidos con un kit de Nitrato de Plata, Silver Stain Plus. Las secuencias obtenidas se clonaron y
ligaron al vector de clonacion pJET1.2, el cual se utilizé para transformar bacteEasotle Finalmente se
realiz6 una PCR con los iniciadores del gen DQB vy después con los del vector de clonacion para verificar
el crecimiento de colonias habian sido recombinantes, para llevar a cabo su secuenciacion.

Resultados y discusion

Con la enzima Haelll se encontraron dos sitios polimorficos con fragmentos de 84, 104 y 167 pb, los de men
tamario no fueron visibles en geles de poliacrilamina (12%), de los que se generaron cuatro haplotipos AA, Al
AC y AD (Figura 1). Estos sitios de 84, 167, 190 y 219 pb correspondieron a los cerdos que provinieron de Ic
municipios de Timucuy, Tetiz, Cansahcab y Sdcila. Mientras que los de 167, 190, 201 y 219 pb fueron d
cerdos que llegaron de la comunidad de Motul. Ambos sitios coinciden con los reportados por Shia et al. (199
en los alelos D y F, respectivamente en un estudio realizado con diez razas de cerdos, donde el alelo D
encontré en las razas: Yorkshire, Hampshire, Duroc y Berkshire; y el F, en Yorkshire, Landrace, Duroc, Cheste
White, Berkshire y Poland China (Figura 2). Por su parte con la enzima Rsal se identificaron tres fragmentos
84, 132 y 140 pb en dos haplotipos AA y AB. .Como resultado de la clonacion se detectaron cinco alelos co
secuencias palindromicas GG'CC (Haelll), y cuatro con GT'AC (Rsal). ., . Los alelos C y G encontrados con I
enzima Rsaltambién los reportan Fang et 2005) en razas de cerdos chinos y en dos especies de jabalis. En el
presente trabajo se encontraron cinco alelos no reportados para el gen DQB a los que se les dengmind X
X3, Y1, ¥ Y2., en los cerdos de los municipios de Mérida-Dzununcarny(¥%), Uman (% y Y, ) y Mani (%)..
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Figura 1. Hapbtipos obtenidos con la enzima Haelll en el gen D®Bp(otypes abtained with the enzyme
Haelll in the DQB gene)
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Figura 2. Mapas que ilustran los alelos encontrados en el gen DQB al ubicar las secuencias dianas de |
enzimas de restriccion Haelll y RsMdps showing the alleles found in the DQB gene by placing the target
secuences of regtriction enzymes Haelll and Rsal)

Conclusiones

Se puede concluir que el gen DQB del cerdo local de Yucatdn manifestd un cierto nivel de polimorfismo, y la
tecnologias mas informativas fueron la clonacion mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y
secuenciacion enzimatica. Se recomienda continuar con el estudio utilizando mayor nimero de muestras.
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