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Secuencia parcial de un fragmento de ADN de patos
silvestres homologo al complejo mayor de
histocompatibilidad de Gallus gallus

Partial sequence of a DNA fragment from wild ducks homologous
to the Gallus gallus major histocompatibility complex

Sofia Gonzalez-Guzman?, Elizabeth Loza-RubioP, Virginia Ledn-RégagnonC,
Gary Garcia-Espinosa?

RESUMEN

En el presente trabajo se amplificé por PCR un fragmento de nucleétidos de ADN gendmico de pato doméstico (Anas platyrhynchos
domesticus) que compartié un 93 % de similitud con un fragmento del MHC clase Il de pollo (Gallus gallus), que correspondi6
a una secuencia similar a DAB1 (Disabled 1). La secuencia DAB1 también fue amplificada en nueve especies de patos silvestres
del género Anas que posterior a un andlisis por el polimorfismo del largo de los fragmentos de restriccion (PLFR) con las
enzimas Rsa I, Bsr | y Hind Ill, se observé que la especie Anas americana, Anas platyrhynchos diazi y Anas platyrhynchos
domesticus fueron sutilmente diferentes a la especie Anas discors, Anas crecca, Anas cyanoptera, Anas acuta, Anas streptera y
Anas clypeata. Se considera que ésta es la primera notificacion que indica la presencia de secuencias similares a DABL en patos
silvestres.

PALABRAS CLAVE: Complejo principal de histocompatibilidad clase 1 y Il, DAB1, Patos.

ABSTRACT

In this study, a genomic DNA fragment from domestic duck (Anas domesticus) was amplified by PCR. Such fragment shared
93 % identity to the chicken (Gallus gallus) MHC class 11, which correspond to DAB1- (Disabled 1)-like sequence. The DAB1
sequence was also amplified from nine wild duck species of the Anas genus, which after performing a restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis using the Rsal, Bsrl, and HindlIl enzymes, showed subtle differences when the Anas americana,
Anas platyrhynchos diazi, and Anas platyrhynchos domesticus species were compared with the Anas discors, Anas crecca, Anas
cyanoptera, Anas acuta, Anas streptera, and Anas clypeata species. As far as we know, this is the first report showing the
presence of DAB1-like sequences in wild ducks.

KEY WORDS: Class I, Class Il, Major Histocompatibility Complex, DAB1, Ducks.

Los anseriformes es un orden formado por
aproximadamente 150 especies que se encuentran
distribuidas mundialmente. La familia con mayor
namero de especies es la Anatidae que esta formada
por aproximadamente 41 géneros y 147 especies,
es considerada la familia con més reservorios
naturales, de algunos agentes infecciosos como

The order Anseriformes includes ca. 150 species
distributed worldwide. The family with the largest
number of species is Anatidae and it includes ca. 41
genuses and 147 species. Anatidae is considered as
the family with the largest number of natural reservoirs
of some infectious agents, i.e.: type A orthomyxovirus;
and types 1, 6 and 9 paramyxovirus(1,2),
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orthomyxovirus tipo A, paramixovirus tipo 1, 6 y
9(1,2),

Muchos estudios en modelos vertebrados han
demostrado que hay genes involucrados en la
inmunidad innata y adaptativa, los cuales exhiben
altos niveles de polimorfismo. EI complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) fue
descubierto por primera vez en el ratbn como una
region genética que controlaba la habilidad de los
trasplantes de tejidos neoplasicos o normales para
ser exitosos. La siguiente especie animal en donde
se ha descrito es en el pollo, en donde el locus B
fue el primero en ser detectado como un sistema
de grupo sanguineo, esto debido a las reacciones
de los eritrocitos con los anticuerpos especificos
hacia los antigenos de los altamente polimorficos
MHC clase | (BF) y MHC Clase IV (BG)®).

Un locus equivalente fue descubierto posteriormente
en el humano, el complejo HLA (por sus siglas en
ingles human leucocyte antigen)(4). Locis similares
se han descubierto en todas las especies de
mamiferos, asi como en los anfibios(5:6). EI MHC
es de suma importancia para el sistema inmune de
los vertebrados. Es una familia de multigenes que
codifican moléculas claves receptoras que reconocen
y se unen a péptidos de antigenos para su
presentacion a células especializadas y
posteriormente iniciar una respuesta inmune.

Desde el punto de vista de la evolucion, la principal
caracteristica del MHC es su amplia diversidad de
sus locis que contiene una alta variacion en sus
genes funcionales descritos en los vertebrados,
representado en las aves como una unidad minima
funcional.

La diversidad del MHC y su implicacion evolutiva
puede observarse al exhibirse menor diversidad en
especies insulares, provocando una mayor
susceptibilidad a enfermedades en comparacion a
las especies continentales, las cuales presentan una
mayor diversidad, con una mayor resistencia a las
enfermedades(®).

Los estudios basados en el MHC han sido de ayuda
para explicar la variacion a la susceptibilidad o
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Several vertebrate model studies have shown the
presence of genes involved in both innate and
adaptive immunity exhibiting high levels of
polymorphism. The major histocompatibility
complex (MHC) was first discovered in mice as a
genetic region controlling the ability of neoplastic
or normal tissue transplants to be successful. MHC
has also been described in chickens, where locus
B was first detected as a blood group system due
to antigen-immune reactions between red cells and
antibody against MHC clase | (BF), Class IV
(BG)3). Later on, an equivalent locus was described
in humans: the human leukocyte antigen (HLA)(4).
Similar loci have been described in all mammal
and several amphibian species(5:6). The MHC play
an important role to the animal immune system
because it is a multigene family that codes key
molecules that process and present antigenic peptides
to specialized cells in order to initiate the immune
response.

From the evolution point of view, the main
characteristic of MHC in vertebrates is its wide
loci diversity that contains a high variability on its
functional genes, which in birds is represented for
a minimal functional unit.

The MHC diversity and its implication on evolution
can be observed because exhibit minor diversity in
regional species causing a mayor susceptibility to
diseases when compare to continental species with
mayor diversity and less susceptibility to diseases(®).

Chicken (Gallus gallus) B-F/B-L region is simple
and compact, with 19 genes found in 92 Kb of
DNA, as compared to quail (Coturnix japonica)
which includes 41 genes in 180 Kb of DNA. On
the other hand, in other bird types such as ducks
(Anas platyrhynchos) only 5 genes in 36.8 Kb of
DNA have been determined so far(6.7.8).

MHC alleles have been associated with the
susceptibility or resistance to various infectious
diseases. This has been a valuable tool to determine
populations susceptible to certain diseases(9:10,11),

The MHC governing the resistance/susceptibility
of chickens is thought to depend on the specificity of
the peptidic binding to the MHC molecule-expressed



FRAGMENTO DE ADN DE PATOS SILVESTRES

resistencia de enfermedades de animales domésticos
y silvestres.

La region B-F/B-L del pollo (Gallus gallus) es
simple y compacta, con 19 genes encontrados en
92 Kb de ADN en comparacion con la codorniz
(Coturnix japonica) que tiene 41 genes contenidos
en 180 Kb de ADN. En cambio a otro tipo de
aves como al pato (Anas platyrhynchos domesticus)
solo se han determinado hasta el momento cinco
genes en 36.8 Kb de ADN(5.7.8),

Los alelos del MHC han sido asociados a la
susceptibilidad o resistencia de varias enfermedades
infecciosas, lo que ha sido una herramienta valiosa
para determinar poblaciones susceptibles a ciertas
patologias(9,10,11),

El MHC dependiente de la resistencia y
susceptibilidad de los pollos se presume depende
de la especificidad de la union peptidica a la
dominancia expresada por moléculas del MHC;
esto se ve con mayor frecuencia en la resistencia
de pequefios patdgenos, o para virus que contengan
pocos péptidos. Un buen ejemplo, es la resistencia
al virus del sarcoma Rous (RSV) y la enfermedad
de Marek(10,12,13) que se atribuye a la presencia
de péptidos apropiados ligados al MHC clase | y
Il (B-F/B-L) de células afectadas (tumor) para ser
reconocidas por las células citotdxicas (T CDS8,
CD4)(10,14),

En pato doméstico se han reportado tumores por
virus de la reticuloendoteliosis aviar(19), virus de
leucosis aviar(13) entre otros tumores no
caracterizados(16), pero no en patos silvestres. En
el presente estudio se determing si existen secuencias
homdlogas al MHC clase Il en el ADN genémico
de patos silvestres en vida libre.

Las muestras para la realizacion de esta
investigacion, se obtuvieron a partir de aves muertas
por actividad cinegética en la Laguna de
Chiconahuapan, Bienes Comunales, Almoloya del
Rio, Estado de México durante la temporada otofio-
invierno.

Recoleccion de muestras: Se recolectaron muestras
de higado a partir de ocho especies de patos
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dominance. This is most frequently seen in the
resistance to small pathogens or to viruses containing
a few peptides. A good example is the resistance to
both Rous sarcoma virus (RSV) and Marek’s disease
(MD) virus(10,12,13) ‘which is attributed to the
presence of class | and class Il (B-F/B-L) MHC-
bound peptides in tumor cells leading them to be
recognized by cytotoxic (CD8, CD4) T cells10.14),

Tumors caused by avian reticuloendotheliosis (RE)
virus(15), avian leukosis (AL) virus(13) and other
non-characterized tumors have been reported in
domestic ducks(16), but not in wild ducks. The
purpose of this research was to determine whether
or not class Il MHC homologous sequences exist
in the wild duck genomic DNA.

Samples to conduct this research were obtained
from ducks legally killed from Chiconahuapan
(Bienes Comunales), Almoloya del Rio in the State
of Mexico during the hunting season (November
2006-March 2007).

Sample collection: Liver samples were collected
from eight wild duck species and also from an
adult domestic duck humanely killed in agreement
with the American Veterinary Medical Association
euthanasia guidelines (Table 1).

DNA extraction and PCR

Duck livers were preserved in 70% ethanol at
ambient temperature. Genomic DNA extraction was

Cuadro 1. Especies de Anatidos utilizadas en el estudio

Table 1. Anatidae species used in this study

Common name  Scientific name No. of animals
Blue-winged teal  Anas discors 3
Green-winged teal Anas crecca 2
Cinnamon teal Anas cyanoptera 3
Pintalil Anas acuta 2
American wigeon  Anas americana 1
Northern shoveler Anas clypeata 3
Gadwall Anas streptera 1
Mallard Anas platyrhynchos diazi 4
Domestic duck Anas platyrhynchos domesticus 1
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silvestres cazados legalmente durante la actividad
cinegética de noviembre de 2006 a marzo de 2007
en la Laguna de Chiconahuapan. Asi como muestras
de un pato doméstico adulto que fue sacrificado
humanitariamente de acuerdo a los lineamientos de
eutanasia de la American Veterinary Medical
Association (Cuadro 1).

Obtenciéon de ADN y PCR

Los higados de los patos fueron conservados a
temperatura ambiente en etanol al 70%. La
extraccion de ADN gendmico fue obtenida por
medio de columnas del sistema comercial (QIAGEN
QIAquick Gel Extraccién, No cat. 28704), siguiendo
el protocolo del fabricante, una vez obtenido el
ADN gendémico, se cuantificd en un espectrofo-
tometro (Marca: BECKMAN, Modelo: DU-640B).

Para la amplificacion por PCR se disefiaron y
utilizaron los siguientes iniciadores, sentido 5’-
GCCCCACTCCCTGCGCTA-3’ y antisentido 5’-
GCAGATAGGAGATGTGAGAGGTTG-3'(7)
utilizando como templado ADN gendmico de pato
doméstico. Se prepar6 una reaccion de PCR en un
volumen total de 50 pl en tubos eppendorff de 0.2
ml (Marca: Axigen scientifc, Modelo: Tubes PCR-
02-C), la cual contenia 1X de amortiguador de
polimerasa, 1 mM MgCly, 2 mM dNTP”s (US
Biological. No cat. D3191), 0.5U Taq polimerasa
(Fermentas. No cat. EPO0O402), 10 uM
oligonucleétidos (Invitrogen), 50 ng de ADN vy
agua DEPC para completar los 50 pl. Las
condiciones del termociclador consistieron: un
primer tiempo de 95 °C por 2 minutos y medio,
el segundo tiempo consistié de 35 ciclos cada uno
con la siguiente programacion; para
desnaturalizaciéon a 95 °C por 45 seg de
alineamiento a 57 °C por 45 seg, la elongacién a
72 °C por 45 seg. Al término de los 35 ciclos, se
programo un unico tiempo de 72 °C por 5 min. El
andlisis del producto de PCR se realizd en una
camara de electroforesis (Marca: Cleaver Scientific,
Modelo: MSMIDI, Rango: 250 mA) en un gel de
agarosa al 1%, mantenido a 100 volt por 25 min.
Se utilizaron marcadores de peso molecular de 50
pb (Fermentas. No cat. SM1133) y otro de 1 Kb
(Fermentas. No cat. SM1163). EI gel fue tefiido
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performed by columns using a commercially-available
system (QIAGEN QIAquick Gel Extraction, cat. No.
28704), as per manufacturer’s protocol. Once obtained
the genomic DNA it was quantified by
spectrophotometer (BECKMAN DU-640B).

For PCR amplification purposes, the following
primers were designed and used: forward 5’-
GCCCCACTCCCTGCGCTA-3" and the first
backward 5’-GCAGATAGGAGATGTGAGAGG
TTG-3'(") using domestic duck genomic DNA as
a template. A PCR reaction was performed in a
total volume of 50 pl in 0.2 ml eppendorf tubes
(Axigen Scientifc, Model: Tubes PCR-02-C)
containing 1X polymerase buffer, 1 mM MqgCl,, 2
mM dNTP”s (US Biological. cat. No. D3191),
0.5U Taqg polymerase (Fermentas, cat. No.
EPO402), 10 uM oligonucleotides (Invitrogen), 50
ng DNA and DEPC water .s. 50 pl. Thermocycler
conditions were as follows: Time 1, 95 °C for 2.5
min; Time 2, 35 cycles each with the following
sequence: denaturing at 95 °C for 45 s, alignment
at 57 °C for 45 s, elongation at 72 °C for 45 s.
Once all 35 cycles were completed, one single
cycle at 72 °C for 5 min was run. The PCR
product analysis was performed using an
electrophoresis chamber (Cleaver Scientific, Model:
MSMIDI, Range: 250 mA) on 1% agarose gel,
maintaining 100 V for 25 min. One 50 bp molecular
weight marker (Fermentas, cat. No. SM1133) and
one 1 Kb marker (Fermentas, cat. No. SM1163)
were used. The gel was stained with 10X ethidium
bromide (Sigma, cat. No. E7637) for 20 min then
analyzed using a UV trans-illuminator (UVP,
Model: 20, Range: 115 V, 60 Hz). The PCR
product was purified from the 1% agarose gel,
using a commercially-available column purification
system (QIAGen QIAquick Gel extraction, cat. No.
28704) which consisted of cutting the 750 bp band
from the agarose gel using a scalpel then transferred
to a 2 ml eppendorf tube (Axigen Scientifc
microtubes, model MCT-200-A). The DNA was
purified using a commercially-available column
system (QIAGen QIAquick Gel extraction, cat. No.
28704) and preserved at -20 °C. Nucleotides were
sequenced using an automatic sequencer (Perkin
Elmer, Model: 310). The sequence was analyzed
using the NCBI/BLAST software.
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Cuadro 2. Andlisis y alineamiento entre la secuencia de 694 pb de nucleétidos de Anas platyrhynchos domesticus (AD)

y el cromosoma 8 de Gallus gallus (DAB) (NW_001471740)

Table 2. Analysis and alignment of the 694 bp nucleotide sequence between Anas domesticus (AD) and Gallus gallus

chromosome 8 (DAB1) (NW_001471740)

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

AD
DAB1

-------- CCGCCTGT GGACTTATAGGT ATCACCAGT CTGGCTCACCAAATGGECATCACT
CTAGCTACCGACCTGTGGACTTATAG TATCACCAGT- TGGCTCACCAAATGG ATCACT
* EE R S S S S S Rk S LR S S S S S S S
GTTGGATGAGGCCT GAGACCCAT CAGCCTAGAATACAAGAACATAACACCTTTTTTTCTC
GTTGGATGAGGCCTGAGACT CATCAGCCTAGAATACAAGAACATAACACCTTTTTTTCTC
R S S O S S S S S SRk I S S S S S S S R S
AACAATAGAAAGT GAAAAGT CAACACGAGGT TATTTTCATGCTGT GGGCATAACAAGTAC
AACAATAGAAAGT GAAAAGT CAACATGAGGT TATTTTCATGCTGT GGGCATAACAAGTAC
R R S S S S S O R R R I S S S R S S S S S S R I
ATCCTATCTCATGAAAACT AGAAAGT GAGACCTCACCATTGATACGT TCTCAAAAGCCAT
ATCCTATCTCATGAAAACCAGAA- GTGAGACCTCACCACTGATACATTCTCAAAAGCCAA
R I S S S S S S S R S S S S S S S S S S i S S S S S I Sk
AATGTTTTTCTGTAGCT GATGCAGGCAGGAAAAGACTACACCAGT TGTGTCATTTTGTAC
AATGCTTTTCTACAGCT GATGAAGGCAGGAAAGGACCATA- - - - - TGTGTCATTGIGTAC
*kk*k *khkkxkk*% R I S S S **k* * * R R S S * Kk k k%
TCTGGGTCTGTATTTGTACAGACTCCTTCTTGCCTTTGGT TCACTTAGGCTCTTATCTCGC
TTTGGGTCCTTTTTTGTACAGAGTICCTTCTTGCCTTTGGECTCACTTAGGCTCTTATCTCC
* Fhk Kk kkx * KhhkkkhIhhkhkhkhk FEhhkrhkhkhAhkhhrAhkhkkhAhk FhkhkrhkhkhkArirkhhkrAhkrhkhAkhkhkkhkk
CTAAGATACCTTGTGATTTAAAGTCATCTCTTTTTGATACCATTTCTTGCTTTGGTTCAC
CTAAGATACCTTGTGATTCAAAGTCACTTCATTTTGATAATATTTCTTGCTTTGGTCCAC
R Ik S R I S S S %k *khkhkkkk*k R S S S S R O S
TGAGACTAAGGCAAAGAAAT AGCAAGGGCCAGAACAT TGAGGAATGCAACACAACCTCTC
TGAGT CTAAGGCAAAGAAAT ACCAAGGGCCAGAACAT TGAGGAATGCAACACAACCTCTC
R R S S O S R S S I I S S S b S I S S S S S S I
GCATTTCTTTCTGCATCCTCAGCACTCATGTCACTTTACCTTGGACTCCCTTACCACCAG
GCATTTCTTTCTGCATCCTCAGCACTCATGTCACTTTACCTTGGACTCCCTTACCACCAG
R R S S S S S S S S S S R S O R S S S S S S S S R
TAAGTGAATGT TGGTACACTGGATAAAGT TAATGTATATTACTTCATGTATGAACTCTGA
TAAGTGAATGT TGGTACACTGGATAAAGT TAATGTATATTACTTCATGTATGAACTCTGA
R S S S S S S S S S S S R S S S S R S S S R S
GTTTGGT TCCTCGCATGCAATATTAGGACACATCAACAGATA
GITTGGI TCCTCGCATGCAATATTAGGACACATCAACAGATA

R Ik I G i i S R R R I S R

con bromuro de etidio 10X (Sigma. No cat. E7637)
durante 20 min y analizadas en un transiluminador
con luz UV (Marca: UVP, Modelo: 20, Rango:
115 volt 60 Hz). EIl producto de PCR fue purificado
a partir del gel de agarosa al 1%, utilizando el
sistema comercial de purificacion en columnas
(QIAGen QlAquick Gel extraction. No cat. 28704)
que consistié en cortar la banda de 694 pb del gel
de agarosa con un bisturi y colocado en un tubo
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Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

The PCR product was cut using three restriction
enzymes, i.e., Hind Il (GIBCOBRL, cat. No.
15207-020), BsrG | (Fermentas, cat. No. ERO931),
and Rsal (Invitrogen, cat. No. 15424-013) based
on the restriction cutting analysis of the PCR
product sequence using the Workbench 3.1 software.
Restriction reaction was performed on a 30 ul
volume which comprised a mix of ca. 50 ng DNA,
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eppendorff de 2 ml (Marca: Axigen scientifc,
Modelo: microtubos MCT-200-A). EI ADN fue
purificado siguiendo el protocolo del fabricante,
conservado el producto a -20 °C. La secuencia de
nucledtidos fue realizada en un secuenciador
automatico (Marca: Perkin Elmer, Modelo: 310).
El analisis de la secuencia se realizo en el programa
NCBI/BLAST.

Polimorfismo del largo de los fragmentos de
restriccion (PLFR)

Para el corte del producto de PCR se utilizaron las
enzimas de restriccion Hind 111 (GIBCOBRL. No
cat. 15207-020), BsrG | (Fermentas. No cat.
ERO931) y Rsal (Invitrogen. No cat. 15424-013)
con base al analisis de corte de restriccion de la
secuencia del producto de PCR por el software
Workbench 3.1. EIl volumen de reaccion de la
restriccion se llevo a cabo en 30 ul, compuesto por
una mezcla de 50 ng de ADN aproximadamente,
amortiguador de la enzima, BSA (Bovine serum,
albumin acetylated 100X dilution) (Promega), y
agua DEPC. La mezcla se incubd a 37 °C por 16 h,
se analizd en gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de etidio 10X (Sigma. No cat. E7637) y
se observo en un transiluminador (Marca: UVP,
Modelo: 20, Rango: 115 volt 60 Hz).

Se amplifico un fragmento de 694 pb a partir del
ADN de Anas platyrhynchos domesticus, que al
analisis (Cuadro 2) tuvo una secuencia con 93 %
de similitud y un 7 % restante de inserciones y
sustituciones respecto del cromosoma 8 de Gallus
gallus (GenBank, NW_001471740) que corresponde
a DAB1 (disabled 1) la cual es homdloga a las
region BL-& de Gallus gallus, coja-DAB1 de
Coturnix japonica, Agph-DAB1 de Agelaius
phoeniceus; estas regiones estdn ubicadas en el
MHC clase Il de las respectivas especies(12,17).

El fragmento de 694 pb también fue amplificado
en las muestras de Anas platyrhynchos diazi, A.
discors, A. crecca, A. cyanoptera, A. acuta, A.
americana, A. clypteata y A. strepera (Figura 1).

Al analisis por PLFR se realiz6 en todos los
fragmentos de 694 pb de las nueve especies de patos;
se observdO que en todas las especies de patos

334

enzyme buffer, 100X dilution acetylated bovine serum
albumin (BSA, Promega), and DEPC water. The
mix was incubated at 37 °C for 16 h, analyzed on
10X ethidium bromide-stained 3% agarose gel (Sigma,
cat. No. E7637) then observed in the trans-illuminator
(UVP, Model: 20, Range: 115 V, 60 Hz).

A 694 bp fragment from Anas platyrhynchos
domesticus DNA was amplified (Table 2). When
analyzed, this fragment had a sequence showing 93
% similarity and 7 % insertions/deletions with
Gallus gallus chromosome 8 (GenBank,
NW _001471740) corresponding to DAB1 (disabled
1), which is homologous to the Gallus gallus BL-
& region, Coturnix japonica coja-DAB1, and
Agelaius phoeniceus Agph-DABL regions. These
regions are located in the class Il MHC of their
respective species(12,17).

The 694 bp fragment was also amplified in samples
from A. platyrhynchos diazi, A. discors, A. crecca,
A. cyanoptera, A. acuta, A. americana, A.
clypteata, and A. strepera (Figure 1).

The RFLP analysis of the 694 bp fragments from
9 different duck species showed that in all wild

Figura 1. Amplificacion del fragmento de 694 pb en
diferentes Anatidos. Gel de agarosa al 1%. 1)

Figure 1. Amplification of the 694 bp fragment from different
ducks in 1% agarose gel

T
Feapn —
gh —
1k

Lanes: 1) 1K molecular marker, 2) Anas discors, 3) Anas
crecca, 4) Anas cyanoptera, 5) Anas acuta, 6) Anas
americana, 7) Anas clypteata, 8) Anas strepera, 9) Anas
platyrhynchos diazi, 10) Anas platyrhynchos domesticus,
11) Negative control without sample, 12) Positive control
(Anas platyrhinchos domesticus)
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silvestres la enzima de restriccion Rsa | y BsrG |
generd los mismos fragmentos. Sin embargo, la enzima
Hind 111 mostré un patron diferente de corte para
las especies A. platyrhynchos diazi, A. platyrhynchos
domesticus y A. americana (Figuras 2,3,4).

El andlisis de PLFR con las enzimas BsrG | y Rsa
I mostré que todas las muestras de A. platyrhynchos
diazi, A. platyrhynchos domesticus, A. americana,
A. discors, A. crecca, A. cyanoptera, A. acuta, A.
clypeata y A. strepera, tienen los mismos sitios de
corte. Para la enzima Hind Il no se encontro la
region de corte para los ejemplares A. discors, A.
crecca, A. cyanoptera, A. acuta, A. clypeata, A.
strepera, lo que las diferencia de la especie A.
platyrhynchos domesticus, A. platyrhynchos diazi y
A. americana, por corte con enzimas de restriccion.

En este estudio se evidencia por medio de la enzima
Hind Il que tres especies de patos podrian tener
una relacion filogenética diferente. Actualmente
conocemos que el MHC del pato estd compuesto
por cinco genes polimdérficos contenidos en 36.8
Kb de ADN, pero se desconoce si hay diferencia
entre individuos de la misma especie y mismo
género(7,17,18),

La organizacion gendmica del MHC, varia
considerablemente entre diferentes especies de aves.
Los estudios en aves filogenéticamente cercanas al
pollo, pero distintamente ubicadas geogréficamente,
muestran patrones similares, como por ejemplo el
faisan de collar (Phasianus coclhicus) el cual tiene
dos regiones de genes de MHC, uno de los cuales
tiene propiedades similares al locus Rfp-Y del pollo.
El pavo (Meleagridis gallopavo) también muestra
una organizacion de genes tan simple como el MHC
del pollo. Por otra parte el MHC de la codorniz
japonesa (Coturnix japonica) muestra una mayor
complejidad, con al menos 12 loci de clase | en
una region fisicamente separada de los genes de
clase Il. Los genes de MHC también han sido
caracterizados en pingiinos, charadriformes, y
paseriformes; estos estudios han demostrado que
existe una gran variacion en la organizacion del
MHC entre las diferentes especies de aves, pero
comparten similitud dentro de las aves del mismo
orden taxondmico sin importar hasta ahora su
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duck species, both Rsal and BsrGl restriction
enzymes resulted in the same fragments,
nevertheless, the Hind Il enzyme resulted in a
different cutting pattern for the Anas platyrhynchos
diazi, Anas domesticus and Anas americana species
(Figures 2,3,4).

The RFLP analysis using the BsrG | and Rsa
enzymes showed that all samples from Anas
platyrhynchos diazi, Anas platyrhynchos domesticus,
Anas americana, Anas discors, Anas crecca, Anas
cyanoptera, Anas acuta, Anas clypteata, and Anas
strepera have the same cleavage sites. For the
Hind 11l enzyme, the cleavage region was not found
in Anas discors, Anas crecca, Anas cyanoptera,
Anas acuta, Anas clypteata, or Anas strepera which
makes these species different from all other duck
species studied.

In this study, Hind Il enzyme evidence that tree
ducks could be phylogenetically different. It is
known that the duck MHC is comprised by 5
polymorphic genes contained in 36.8 Kb of
DNA(7,17,18)  What remains unknown is whether

Figura 2. Sitios de corte por la enzima Rsa I, de
amplificacion del fragmento de 694 pb de Anétidos. Gel
de agarosa al 3%, corte con enzima de restriccion Rsal

Figure 2. Rsal restriction enzyme cleavage sites of the
amplified 694 bp fragment from different Anatidae species
on 3% agarose gel

Lanes: 1) 50 bp molecular marker, 2) A. discors, 3) A.
crecca, 4) A. cyanoptera, 5) A. acuta, 6) A. americana, 7)
A. clypteata, 8) A. strepera, 9) A. platyrhynchos diazi, 10)
A. platyrhynchos domesticus
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Figura 3. Sitios de corte por la enzima BsrG I, de
amplificacion del fragmento de 694 pb de Anétidos. Gel de
agarosa al 3%, corte con enzima de restriccion BsrG |

Figure 3. BsrGl restriction enzyme cleavage sites of the
amplified 694 bp fragment from different Anatidae species
on 3% agarose gel
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Lanes: 1) 50 bp molecular marker, 2) A. discors, 3) A.
crecca, 4) A. cyanoptera, 5) A. acuta, 6) A. americana,

7) A. clypteata, 8) A. strepera, 9) A. platyrhynchos diazi,
10) A. platyrhynchos domesticus

localizacion geogréafica. Esto explica lo observado
en este estudio, donde las diferencias del MHC Il
(DAB1) son compartidas entre las diferentes
especies de patos silvestres del género Anas que en
este estudio comparten el mismo habitat y region
geogréfica. Debido a que las especies de patos
silvestres de este estudio son abundantes y con
amplia distribucion en el continente americano, se
esperaria que tengan una mayor diversidad del MHC
respecto de aquellas especies que se encuentran
restringidas a una area y en menor abundancia(®).
Sin embargo, el resultado del PLFR del DAB1 no
se evidencid en este estudio.

La expresion de varios genes de MHC da a los
animales la ventaja de aumentar la posibilidad de
presentar los péptidos de antigenos al sistema
inmune. Al mismo tiempo al estar expresado varias
veces el MHC, se reduce el nimero de diferentes
receptores de células T, los cuales se hacen méas
especializados a favor de obtener una mayor
eficiencia en la respuesta inmune(19).

Entendiendo la asociacion MHC-enfermedad en el
cancer y otras enfermedades, podria lograrse el
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Figura 4. Sitios de corte por la enzima Hind Ill, de
amplificacion del fragmento de 694 pb de Anétidos. Gel de
agarosa al 3%, corte con enzima de restriccion Hind Il

Figure 4. Hind I1l restriction enzyme cleavage sites of the
amplified 694 bp fragment from different Anatidae species
on 3% agarose gel

Lanes: 1) 50 bp molecular marker, 2) A. discors, 3) A.
crecca, 4) A. cyanoptera, 5) A. acuta, 6) A. americana,
7) A. clypteata, 8) A. strepera, 9) A. platyrhynchos diazi,
10) A. platyrhynchos domesticus

or not a difference exists in this region among
individuals of the same species, within the same
genus.

The MHC genomic organization varies considerably
between different species. However, phylogenetical
studies from others birds located geographic
distantly show similar patterns to the chicken. One
example is the Common pheasant (Phasianus
colchicus) which has two MHC regions, where
one of them share properties to the chicken Rfp-Y
locus. The turkey (Meleagridis gallopavo) also
shows a similar chicken-like MHC organization.
In the other hand, the MHC of Japanese quail
(Coturnix japonica) shows a mayor complexity
including al least 12 loci of MHC class | separate
from MHC class Il region. The MHC genes are
also characterized in penguins, Charadriiformes and
Passerifomes, where it has shown a big variation
into its genomic organization and between different
avian species, but similar into avian species of the
same taxonomic branch regardless of the geographic
location. This information explains why the MHC
(DABL1) is shared between different wild ducks of
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desarrollo de marcadores moleculares como
alternativa al desafio directo en unidades de
experimentacion y al estudio en especies aviares
amenazadas o en peligro de extincion.
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