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codi ica la protel[na Iysoz·ma estomacal, en ovinos mediante la técnica
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RE UME

Con objeto de lograr el l11apeo del gen MCI-R, responsable del
color n gro del vellón d ciertas razas ovinas se ha utilizado
una nueva m todologí de hibridación in situ denomin da PRfNS
(PRlmed I -Situ Label ing, rnarcaje in itu usando cebadores).
Esta técnica permite asignar y local izar genes sobre ext nsio­
nes de cromosomas m tafásicos mediante l utilización de nu­
cleótidos marcados con un fluorocromo. El gen MC} -R no sta­
ba map ado sobre el genoma ovino y dado su interés en pro­
ducción animal, su localización proporciona una importante
información para poderlo relacionar con otros genes ligados al
mismo cromosoma.

Para as gurar qu 1 realización d la t'cnica era correcta, se
mapeó el gen LYZ, que codifca la proteína lysozima estomacal
ovina y que está asignado e el cr. 3.

En el presente trabajo se pone de manifiesto la rapidez de esta
metodología comparativamente con otras basadas en la hibri­
dación in itu.

Palabras clave: Mapeo g'nico, color del vellón, M }-R,
fluorescencia, PRINS.

UMMARY

In order to map the gene MC1-R, responsible ofth black coat
color in certain ovine breeds, we have used th new PRf
(PRlm d 1 - itu Lab ling) methodology. This technique al1o­
ws to asigne and locate loci of genes on metaphasic chromoso­
nles by means of th use of nucleotides n1arked with fluoro­
chromes. The gen MCR-/ w s not known in which chromoso­
me was located; until now. For its animal production impor­
tance its location gives an important knowl dgement in order
to study its relation with other genes linked at th same chro­
mosome.

In order to ensur the precision of this Illethodology we map­
ped the LYZ gene, responsible of stomachal Iysozyme , that is
located in cr. 3 in sheep.

In the present paper, the rapid results obtained by this metho­
dology, in conlparison with other ones based in the in situ
hybridization is shown.

Keyword : Gene l11apping, coa! CO/Ollr, MC} -R, fluorescence,
PRINS.

Se extrajo s ngre con anticoagulante de
dos Il1achos d la r za ovina Rasa Ar go­
nesa. Posteriorm nte se realizó un culti­
vo celul r n m dio RPMI siguiendo el

Continuando con los trabajos del equipo
sobre la pigmentación de la lana (Vage et
al., 2003) se map ó 1g TI que codifica el
receptor de la Hormona Estimulante de
los Melanocitos (MC} -R). Este gen re­
gula el color negro d la capa n algunas
razas ovinas (Sponn nberg el al., 1996
and Viege el al., 1909) y todavía no esta­
ba asignado a nin uno de los 27 cromo­
somas ovi nos.

Debido a qu est técnica se r al izaba
por pri m r vez, m p ó el g n L YZ
Y localizado en la región telOtllérica del
cr. 3 ovino, p ra comprobar que la t' cni­
ca se real izab correct m nte.

TRaDUCCIóN

La técnica de PRINS (Prinled IN-Situ
Labeling) fue descrita originahnente por
Koch et al. (1989). Este método implica
el uso de un oligonucleótido específico
de secuencia, no marcado, que se híbrida
con el D A en el sitio correspondiente,
sirviendo de cebador. Posten orm nt se
realiza una reacción d PCR -in itu con
nucleótidos marcados. Esto permite iden­
tificar directamente el sitio de hibrida­
ción. Este método reduce el tiempo ne­
cesario para d tectar hibridaciones en
comparación con otras técni as disponi­
bles (FISH) Llambí el al. (2001); Vela­
galeti el al. (1999) y Wacht Iel al. (2002).

La localización citogenética de genes s
una de las aplicaciones de esta técnica,
ya que pernlite visualiz r directan1ente
la s ñ I específic amplificada sobre el
cromosoma en el que se ncu ntra.

MATERIALY TODOS

nlétodo descrito por Moorhead el al.
1960 con algunas modificaciones. Se r a­
lizó el protocolo de PRI S según lo des­
crito en Therkelsen el al (1995), utili­
zando ioduro de propidio para t ñir los
cromosomas (color rojo) y digo igenina
como marcador d fluorescencia para di­
f r nciar la s cuencia buscada (color
amarillo-verde).

La secuencia util izada como c b dor para
mapear el gen MC} -R fu la misma que
se utiliz para diferenciar los lelo de la
mutación D 121 de dicho gen (Vicge el

al., 1999).

Para el gen LYZ se disenaron unos c b ­
dores, qu amplificab n una región de 851
par s de bases, según la plicación Pri­
mer3 (http://www-gnom.wi.n1it.edu/
cgi-bin/prim r/primer3.cgi/
primer3_www.cgi). L secu nci del gen
se obtuvo de la base de datos GenBank
(nO acceso AF 170556)
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Las pr paraciones fueron observad s con
un nlicroscopio confocal con láser y las
imág nes capturadas lnedi nte cám ra
digital y ord nador.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la hibridación
correspondiente al gen LYZ, que se loca­
liza en las region s esperadas (regiones
teloméricas d 1cr. 3), 10 que viene a co­
rroborar que la realización de la técnica
fu correcta.

Figura 1. Localización del gen LYZ en
la región telomérica del cr. 3
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CONCLUSIÓ

La prueba de hibridación in itu PRI S
s una buena técnica para el mapeo di­

recto de genes en especies de interés zoo­
técnico, tanto por la capacidad de descu­
brir la localización exacta en el cromoso­
ma como para descartar localizaciones
erróneas. Asimismo, esta técnica pu de
ser muy úti I para real izar la asignación
cromosómica de QTL' s, genes mayores
o real izar Sel cción Asistida por Marca­
dores (MAS).
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