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Mapeo del gen MCI-R responsable del color del vellon, y del gen LYZ, que
codifica la proteina lysozima estomacal, en ovinos mediante la técnica
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RESUMEN

Con objeto de lograr el mapeo del gen MCI1-R, responsable del
color negro del vellon de ciertas razas ovinas, se ha utilizado
una nueva metodologia de hibridacion in situ denominada PRINS
(PRImed IN-Situ Labeling, marcaje in situ usando cebadores).
Esta técnica permite asignar y localizar genes sobre extensio-
nes de cromosomas metafasicos mediante la utilizacién de nu-
cledtidos marcados con un fluorocromo. El gen MC/-R no esta-
ba mapeado sobre el genoma ovino y dado su interés en pro-
duccién animal, su localizacidn proporciona una importante
informacion para poderlo relacionar con otros genes ligados al
mismo cromosoma.

Para asegurar que la realizacion de la técnica era correcta, se
mape6 el gen LYZ, que codifica la proteina lysozima estomacal
ovina y que esta asignado en el cr. 3.

En el presente trabajo se porie de manifiesto la rapidez de esta
metodologia comparativamente con otras basadas en la hibri-
dacion in situ.
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SUMMARY

In order to map the gene MC1-R, responsible of the black coat
color in certain ovine breeds, we have used the new PRINS
(PRImed IN-Situ Labeling) methodology. This technique allo-
ws to asigne and locate loci of genes on metaphasic chromoso-
mes by means of the use of nucleotides marked with fluoro-
chromes. The gen MCR-1 was not known in which chromoso-
me was located; until now. For its animal production impor-
tance its location gives an important knowledgement in order
to study its relation with other genes linked at the same chro-
mosome.

In order to ensure the precision of this methodology, we map-
ped the LYZ gene, responsible of stomachal lysozyme , that is
located in cr. 3 in sheep.

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

Keywords: Gene mapping, coat colour, MC1-R, fluorescence,
PRINS.

INTRODUCCION

La técnica de PRINS (Primed IN-Situ
Labeling) fue descrita originalmente por
Koch et al. (1989). Este método implica
el uso de un oligonucledtido especifico
de secuencia, no marcado, que se hibrida
con el DNA en el sitio correspondiente,
sirviendo de cebador. Posteriormente, se
realiza una reaccion de PCR-in situ con
nucledtidos marcados. Esto permite iden-
tificar directamente el sitio de hibrida-
cién. Este método reduce el tiempo ne-
cesario para detectar hibridaciones en
comparacion con otras técnicas disponi-
bles (FISH), Llambi et al. (2001); Vela-
galeti et al. (1999) y Wachtel et al. (2002).

La localizacion citogenética de genes es
una de las aplicaciones de esta técnica,
ya que permite visualizar directamente
la sefal especifica amplificada sobre el
cromosoma en el que se encuentra.

Continuando con los trabajos del equipo
sobre la pigmentacion de la lana (Vage et
al., 2003) se maped el gen que codifica el
receptor de la Hormona Estimulante de
los Melanocitos (MC/-R). Este gen re-
gula el color negro de la capa en algunas
razas ovinas (Sponnenberg et al., 1996
and Viege et al., 1999) y todavia no esta-
ba asignado a ninguno de los 27 cromo-
somas ovinos.

Debido a que esta técnica se realizaba
por primera vez, se mapeo el gen LYZ,
ya localizado en la region telomérica del
cr. 3 ovino, para comprobar que la técni-
ca se realizaba correctamente.

MATERIALY METODOS

Se extrajo sangre con anticoagulante de
dos machos de la raza ovina Rasa Arago-
nesa. Posteriormente se realizo un culti-
vo celular en medio RPMI siguiendo el

método descrito por Moorhead et al.
1960 con algunas modificaciones. Se rea-
liz6 el protocolo de PRINS segtin lo des-
crito en Therkelsen et al (1995), utili-
zando ioduro de propidio para tefiir los
cromosomas (color rojo) y digoxigenina
como marcador de fluorescencia para di-
ferenciar la secuencia buscada (color
amarillo-verde).

La secuencia utilizada como cebador para
mapear el gen MC/-R fue la misma que
se utiliza para diferenciar los alelos de la
mutacién D121N de dicho gen (Viege et
al., 1999).

Para el gen LYZ se disefiaron unos ceba-
dores, que amplificaban una region de 851
pares de bases, segtin la aplicacién Pri-
mer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/
cgi-bin/primer/primer3.cgi/
primer3_www.cgi). La secuencia del gen
se obtuvo de la base de datos GenBank
(n° acceso AF170556)
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Las preparaciones fueron observadas con
un microscopio confocal con laser y las
imagenes capturadas mediante camara
digital y ordenador.

RESULTADOS

En la figura | se muestra la hibridacién
correspondiente al gen LYZ, que se loca-
liza en las regiones esperadas (regiones
teloméricas del cr. 3), lo que viene a co-
rroborar que la realizacion de la técnica
fue correcta.

Figura 1. Localizacién del gen LYZ en
la region telomérica del cr. 3

Como se puede ver en la figura 2, se ob-
servo un aumento de la fluorescencia
correspondiente a la sefial emitida por el
gen MCI-R en las regiones homdlogas
cercanas al centrémero de un cromoso-
ma telocéntrico de mediano tamafio. De
manera provisional, del estudio de estas
imagenes se puede inferir que el gen MC/-
R puede localizarse en las proximidades
del centrémero de los cromosomas 8 6 9,
ya que son los que presentan una morfo-
logia telocéntrica y son del tamafio apro-
piado.

Figura 2. Localizacién de la seiial del
gen MCI-R en un cromoso-
ma telocéntrico de tamafo
mediano.

CONCLUSION

La prueba de hibridacion in situ PRINS
es una buena técnica para el mapeo di-
recto de genes en especies de interés zoo-
técnico, tanto por la capacidad de descu-
brir la localizacién exacta en el cromoso-
ma como para descartar localizaciones
erroneas. Asimismo, esta técnica puede
ser muy Util para realizar la asignacion
cromosomica de QTL’s, genes mayores
o realizar Seleccion Asistida por Marca-
dores (MAS).
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