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Resumen

Titulo: Desarrollo de un protocolo de hibridacion in situ en un lagarto placentotréfico obligado”
Autor: Manuela Franco Mateus ™

Palabras Clave: Hibridacion in situ, f-actina, Marisora sp

Descripcion:

El presente documento muestra la estandarizacion de un protocolo de hibridacion in situ
(HIS) para la preparacion de una sonda de ARN marcada con DIG a base de amplificados de PCR
de p-actina y su implementacion en cortes histoldgicos de higado, ovario y musculo esquelético
en una especie de lagarto viviparo placentotrofico. Se detectd la expresion de ARNm usando la
sonda de actina 1 T7 combinado con el sistema de deteccion de alcalina fosfatasa y el sustrato
INT/BCIP. Se encontré la presencia de transcritos de ARNm de S-actina en los cortes estudiados.
Para el caso del higado su presencia fue homogénea, mientras que para el ovario y musculo fue
diferencial dando mayor sefial en las estructuras de sostén de los diferentes cortes, como lo es la
teca en el ovario y los fibroblastos en el musculo. Se estandarizo de manera exitosa y por primera
vez un protocolo de hibridacion in situ en el Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados

que puede ser implementado en futuros estudios.

“ Pasantia de investigacion
** Facultad de ciencias. Escuela de biologia. Biologia. Director: Martha Patricia Ramirez. Dra. en

Ciencias Bioldgicas. Codirector: Yurany Nathaly Hernandez Diaz. M Sc. en biologia
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Abstract

Title: Development of an in-situ hybridization protocol in an obligate placentotrophic lizard™
Author: Manuela Franco Mateus ™

Keywords: In situ hybridization, p-actin, Marisora sp.

Description:

The present paper shows the standardization of an in-situ hybridization (ISH) protocol for
the preparation of a DIG-labeled RNA probe based on PCR amplifications of p-actin and its
implementation in histological sections of liver, ovary and skeletal muscle in a placentotrophic
viviparous lizard species. We detected mRNA expression using the actin 1 T7 probe combined
with the alkaline phosphatase detection system and the INT/BCIP substrate. The presence of -
actin mRNA transcripts was found in the studied slices. In the case of the liver, its presence was
homogeneous, while for the ovary and muscle it was differential, giving a greater signal in the
support structures of the different sections, such as theca in the ovary and fibroblasts in the muscle.
An in-situ hybridization protocol was successfully standardized for the first time in the Vertebrate

Reproductive Biology Laboratory and can be implemented in future studies.

“ Pasantia de investigacion
** Facultad de ciencias. Escuela de biologia. Biologia. Director: Martha Patricia Ramirez. Dra. en

Ciencias Bioldgicas. Codirector: Yurany Nathaly Hernandez Diaz. M Sc. en biologia
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Introduccion

Las vitelogeninas (\Vtgs) son lipoproteinas importantes para el desarrollo del embrion en
especies lecitotroficas y estan presentes en todos los vertebrados (Romano et al., 2004; Brawand
et al., 2008). En los vertebrados oviparos la presencia de genes de Vtgs se encuentra altamente
conservada (Babin, 2008), sin embargo, en mamiferos euterios el desarrollo de la lactacion y la
placentacion ha llevado a una pérdida de la nutricion dependiente de yema, y asociado a ello, la
presencia parcial de genes o pseudogenes de Vtgs (Brawand et al., 2008). Ademas, estas proteinas
son ideales para el estudio de procesos evolutivos relacionados con la reduccion de la yemay la
transicion a la viviparidad placentotréfica en algunas especies de amniotas. Pese a lo anterior, son
moléculas muy poco estudiadas en algunos grupos de animales como los reptiles, en donde se ha
descrito de manera general su sintesis y regulacion hormonal (Ho, 1987; Ho et al.,1982; Nijagal

& Yajurvedi, 1999).

La implementacion y aplicacion de técnicas como la HIS permiten resolver preguntas
importantes del macroproyecto “Expresion de genes de vitelogeninas en un lagarto placentotrofico
obligado”, en especial para localizar los transcritos de Vtgs en el tejido, determinar su grado de
expresion, y compararlos con otras especies lecitotroficas y placentotréficas. La hibridacion in situ
es una técnica que combina principios moleculares con la histologia y la citologia, localizando por
medio de marcaje la presencia y expresion de secuencias o fragmentos de ADN o ARN en células
y tejidos (Franco, 2013). Este método localiza la molécula de interés en la célula con alta precision,

al mismo tiempo mantiene la morfologia del tejido y aporta informacion sobre su ubicacion celular,
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organizacion, distribucion y grado de expresion (Franco, 2012). Si bien este método es similar a
la inmunohistoguimica, la HIS no se encuentra limitada por la ausencia de anticuerpos especificos
que dependen de la oferta del mercado, sino que se puede sintetizar una sonda marcada especifica
para las moléculas de interés (Nieto et al., 1996). En reptiles esta técnica ha servido para la
localizacion de ADN ribosomal, receptores de estrogenos, androgenos y progesterona (Young et
al., 1994; Perkins et al., 2001) e incluso, en Mabuya ha servido para demostrar la presencia de
Mab-Env1 en la interfaz materno-fetal, transcritos relevantes en la evolucion de la placentacion
(Cornelisetal., 2017). Relacionado a esto, cabe resaltar que las especies de lagartos como Mabuya
presentan caracteristicas reproductivas muy interesantes, como por ejemplo que son viviparas,
tienen una gestacion de hasta 9 meses, y desarrollan una placenta muy especializada que cumple
todos los requerimientos para que la gestacion y el desarrollo embrionario y fetal se lleven a cabo

exitosamente (Ramirez et al.,2002; Ramirez-Pinilla,2006).

Hasta el momento no se ha implementado esta metodologia en el Laboratorio de Biologia
Reproductiva de Vertebrados adscrito a la Universidad Industrial de Santander, y por tanto se debe
inicialmente estandarizar su uso y elaborar un protocolo de HIS para su aplicacion. Para esto se
utilizara una molécula modelo como la actina, que esta presente en todos los organismos eucariotas
conformando el citoesqueleto, por lo que hay una amplia cantidad de informacion recogida en las
bases de datos moleculares, ademés de que ya se ha implementado su uso en la HIS (Singer &
Ward, 1982; Bentley & Singer,1985). Una vez logrado este proceso en el laboratorio, se tendria
una metodologia probada para aplicar en el analisis posterior de las Vtgs, al mismo tiempo que
contribuiria con la investigacion local y el desarrollo de futuros proyectos investigativos en reptiles

y otras especies
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Estandarizar un protocolo de hibridacion in situ para implementar su uso en el desarrollo
de actividades investigativas en el Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados

de la Universidad Industrial de Santander.

2.2 Objetivos Especificos
Sintetizar sondas especificas de hibridacion in situ para localizar transcritos de S-actina.
Evaluar la efectividad de las sondas disefiadas para hibridacion in situ en tejidos de higado,
ovario y musculo de Mabuya.
Localizar la presencia de transcritos de actina en muestras de higado, ovario y musculo

esquelético provenientes de hembras de Mabuya.

3. Competencias desarrolladas

3.1 Competencias conceptuales

Comprende el problema del macroproyecto y como aportara la metodologia de hibridacién
in situ a su desarrollo.

Conoce los fundamentos de la metodologia de hibridacion in situ y los factores relevantes

para su implementacion en el laboratorio.



Desarrollo de un protocolo de hibridacion in situ en un lagarto placentotrofico obligado 12

3.2 Competencias procedimentales
Aprende la anatomia interna de Mabuya, identificando sistemas y 6rganos, ademas, hace
disecciones de los 6rganos y tejidos que se requieren para el trabajo.
Desarrolla habilidades en histotecnia para la realizacion de cortes histolégicos de calidad.
Prepara correctamente las soluciones de trabajo identificando las cantidades y tiempos de
accion de los reactivos usados que le permiten obtener resultados claros.
Crea estrategias de trabajo en el laboratorio que optimizan el tiempo y recursos utilizados.
Analiza los datos obtenidos y escribe un informe describiendo los detalles procedimentales

estandarizados.

3.3 Competencias actitudinales
Toma conciencia de la importancia de las muestras bioldgicas utilizadas en el desarrollo
del protocolo.

Se esfuerza por mejorar constantemente durante el desarrollo del proyecto.

4. Metodologia

Para el desarrollo del protocolo de HIS, se tomd como referencia los protocolos realizados
en la literatura (Nieto & Pate, 1996; Furusawa & Bustin, 2009; Lee et al., 2013; Kasai et al., 2016;
Hua etal., 2018) sujetos a modificaciones usando la pg-actina como molécula modelo.
Adicionalmente, la preparacion de las soluciones y especificaciones de los reactivos usados se

encuentran en apéndice A.
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Por ultimo, se renomina a Mabuya sp candidata IV (Pinto-Sanchez et al., 2015) con la cual
se trabaj6 durante el macroproyecto como Marisora sp (Hedges & Conn, 2012; Uetz et al., 2023).

Por lo tanto, en el presente documento se referira esta especie como Marisora sp.

4.1 Colecta de individuos

Los individuos para el macroproyecto fueron colectados manualmente en los municipios
de Piedecuesta, Curiti, Guapota y San Gil en el departamento de Santander, Colombia bajo el
Permiso de recoleccion de especimenes silvestres de la diversidad biolégica para investigacion
cientifica no comercial, resolucion 47 del 22 de enero de 2015 de la Autoridad Nacional Ambiental
otorgado a la Universidad Industrial de Santander. Siendo ingresados y registrados en la coleccion
Herpetoldgica del Museo de Historia Natural de la Universidad: UIS-MNH-R-4853-4856, 4894-
4916, 4918-4919.

El manejo de los especimenes se ajustd a las directrices gubernamentales sobre el
tratamiento ético de los animales y a toda la normativa aplicable, siguiendo las consideraciones
del Comité de Cuidado y Uso de Animales Herpetoldgicos de la Sociedad Americana de Ictidlogos

y Herpetologos (HACC) (Beaupre et al., 2004).

4.2 Eutanasia, Diseccion y almacenamiento de tejidos

Con el propdsito de adquirir un entendimiento exhaustivo de las estructuras anatomicas
esenciales se realizo inicialmente la diseccion de una hembra de Anolis tropidogaster colectada en
el municipio de San Vicente de Chucuri, vereda Chanchon e ingresada al museo con el UIS- MHN-

R 4918.
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Teniendo como referencia anatdmica a la hembra de A. tropidogaster, se diseccionaron los
ejemplares recolectados. Todos los procesos desarrollados a continuacion se llevaron a cabo bajo
condiciones estériles y libres de RNAsas para evitar la contaminacion de las muestras.

La eutanasia se realizd con una inyeccion de roxicaina al 2 % v/v en la médula espinal
entre el atlas y el axis. Posteriormente, a través de una incision ventral se tomaron muestras de
2mm de grosor de tejido ovarico, higado y musculo esquelético, ademas de otros tejidos para
estudios posteriores. Las muestras fueron almacenadas y fijadas de acuerdo con: 1. Tejidos para
extraccion de ARN (almacenamiento inmediato en crioviales estériles con RNAlater a -20 grados
centigrados para evitar la degradacion del ARN). 2. Los tejidos utilizados para histotecnia. Aqui
se verificd que el diametro de los tejidos no fuera mayor a 2 mm de grosor para su correcto
procesamiento, siendo fijados en paraformaldehido tamponado al 4% v/v (PFA) por 12 horas,
luego se conservaron en alcohol al 70% grado molecular hasta su posterior uso.

Para las hembras encontradas en etapa de prefiez, se determinaron los estados de desarrollo
de los embriones/fetos localizados en las camaras embrionarias, de acuerdo con la tabla propuesta

por Dufaure & Hubert (1961) siendo almacenadas en RNAlater y PFA al 4%.

4.3 Preparacion de sondas de ARN marcadas

La preparacion de la sonda se desarrolld6 de acuerdo con la literatura (Kidner &
Timmermans, 2006; Furusawa & Bustin, 2009; Lee et al., 2013; Zimmerman et al., 2013; Hua
et al., 2018; Narayanan & Oates, 2019). La figura 1 muestra el procedimiento del primer diay la
figura 2 el correspondiente al segundo dia de la sintesis.

4.3.1 Extraccion de ARN y sintesis de cDNA
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Debido a la inestabilidad del ARN se hicieron todos los procesos mencionados a
continuacion en el menor tiempo posible y bajo cabina de extraccion para evitar su degradacion o
contaminacion.

La extraccion de ARN de higado se realizé usando el kit direct-zol ™ RNA miniprep de la
empresa Zymo research, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para determinar la pureza
y concentracion del ARN extraido, se midieron las muestras en un implen Nanofotometro® NP80,
el cual nos arroj6 valores de concentracion (ng/ul) y la proporcion de absorbancia (Abs) 260/280
y 260/230; valores usados posteriormente para calcular la cantidad de muestra necesaria en la
sintesis de cDNA, para una concentracion final de 1000 ng por muestra. Adicionalmente, se
observo la integridad del ARN por medio de electroforesis al 1.5% en gel de agarosa-TAE usando
el tinte SafeView™ classic a 120 voltios por 20 minutos.

La sintesis del cDNA se hizo con el Kit verso cDNA synthesis de Thermo Fisher Scientific,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los productos finales fueron almacenados bajo
refrigeracion a -20 °C.

4.3.2 Diseiio de Primers de g- actina

Los primer fueron disefiados a partir del transcriptoma de la placenta de Marisora sp
publicada por Cornelis et al. (2017) usando el software online primer 3 (Untergasser et al., 2012)
y el programa primer-blast del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de los EE.
UU (Yeetal., 2012).

Se evaluo la temperatura de fusion (Tm), el contenido de G/C y el grado de la
autocomplementariedad. Finalmente, se disefiaron tres sets de primers, cada uno con la secuencia
de estudio forward - reverse y adicionalmente, un set con la secuencia del transcriptoma mas las

secuencias promotoras de la polimerasa Sp6 y T7 respectivamente (Tabla 1).
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Figura 1.

Dia 1: sintesis de la sonda

@ Almacenamiento del tejido @ Extraccién de ARN
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dNTPs DNA polimerasa
1 _ Integridad Pureza y
Transcripcion < primer ARN [ F GanEamaec o

Ne— i inversa =
4 inversa + PCR =
2 —— «— B :

CDNA G | . ’
amplificado -~

Gel de agarosa espectrofotometro

ARN total
l Marisora sp

7.7 anTPs lag @ Primera PCR — Secuenciar

1 polimerasa
i cDNA
PCR N | nnomeMmemy
> — —» Evaluar
| @ | N .
L Integridad

Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia del primer dia
para la sintesis de sonda especifica. Se enumeran los principales pasos a seguir y su ruta de

ejecucion. Creado con BioRender.com.

4.3.3 Sintesis de secuencias mediante la polimerasa en cadena (PCR)
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Se realiz6 una primera amplificacion PCR del cDNA sintetizado en el paso anterior, para
corroborar su calidad con los primer disefiados para s-actina (Actina-1 F/R, actina-2 F/R y Actina-
ex6 F/R).

Tabla 1

Lista de primers disefiados con sus respectivas secuencias

Marcador Nombre del primer Secuencia (5' - 3') Amplicon Tm Start/stop
B-Actina B-actina-MabuyalF GAGGTATCCTGACCCTGAAGTA 618 62 329-926

B-Actina PAct+SPo+MabuyalF ACGCCAAGCTATITAGGTGACACTATAGGAGGTATCCTGACCCTGAAGTA

B-Actina B-actina-MabuyalR CCAAGAAAGAAGGCTGGAAGA 618 62

B-Actina BAct+T7+ Mabuya 1R CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCCAAGAAAGAAGGCTGGAAGA

B-Actina B-actina-Mabuya2F CCGTGACTTGACCGACTACC 665 60 690-1335

B-Actina BAct+SPe+Mabuya2F ACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGCCGTGACTTGACCGACTACC

B-Actina B-actina-Mabuya2R ACGCGCAGTTATGGGTTITG 665 60

B-Actina BAct+T7+Mabuya2R CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGACGCGCAGTTATGGEGTTTTG

B-Actina B-actina-MabuyaEx6F CAACCAACCAGGACTAGTTACC 580 62 1284-1864
B-Actina BAct+SP6+HMabuyaEx6F ACGCCAAGCTATITAGGTGACACTATAGCAACCAACCAGGACTAGTTACC

B-Actina B-actina-MabuyaEx6R GACTGCAAGCCTTCACATCTA 580 62

B-Actina BACt+T7+MabuyaEx6R CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGGACTGCAAGCCTTCACATCTA

Nota. Los primers se encuentran agrupados por colores de acuerdo con las secuencias que se
usaron para su sintesis, adicional se muestra la temperatura de fusion (Tm) recomendada por el
software y el amplicon. Se denota en negrilla las secuencias promotoras Sp6y T7.

El volumen total de reaccién fue de 20 ul y contenia 2 ul 1 x de buffer, 0.4 ul 0.2 mM de
dNTPs, 1 ul 0.5 uM Primer sentido y antisentido, 1 pl 1.25 mM MgSO4, 0.4 ul 0.1 U/ul de
polimerasa, 15 ng de cDNA 'y 13.7 ul ddH20. La amplificacion se realizé por 3 minutos a 94 °C,
seguido de 34 ciclos en donde cada uno consiste en 32 segundos a 94 °C, 38 seg a 48°C y 38 seg
a 72°C; con una extension final de 7 minutos a 72°C. Los productos resultantes fueron
corroborados con gel de agarosa-TAE al 1% a 70 voltios por 45 minutos usando el tinte
HydraGreen™ Safe DNA Dye.

Las amplificaciones exitosas fueron enviadas a secuenciar en Macrogen, Corea. Los

cromatogramas resultantes fueron analizados por medio del software Ugene. Después se comparo
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las secuencias resultantes con la base de datos digital disponible en Basic Local Alignment Search
Tool (Blast).
4.3.4 Segunda PCR
Una vez corroboradas los amplicones por secuenciacion, se llevo a cabo una segunda PCR
con los primer que contenian las secuencias de reconocimiento Sp6 y T7, manteniendo las mismas
caracteristicas de la primera PCR, pero con un volumen final de 400 ul para cada par de primers.
Los 400 ul de cada amplicon se montaron en dos pozos de gran profundidad de gel de
agarosa-TAE al 1 %y se corrié a 70 V por 1h y 15 min. Después se hizo la extraccion de la banda
obtenida usando el kit Invisorb® fragment cleanup, como se muestra en la figura 2, el ADN

resultante fue el que se us6 para la sintesis de la sonda.
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Figura 2

Dia 2: sintesis de la sonda
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Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia del segundo dia
para la sintesis de sonda. Creado con BioRender.com
4.3.5 Sintesis de sonda de ARN marcada con DIG

La reaccion de transcripcion in vitro para la sintesis de la sonda const6 de: 2 ul 1 x de
buffer de transcripcion, 2 pl 1 x mix de NTPs marcados con DIG, 0.5 pl 0.05 U/ul de inhibidor
de RNasas, 4 ul 2 U/ul de ARN polimerasa (SP6 o T7), 2 ul 250 ng del ADN purificado del gel,
0.4l 0.1 MdeDTTy 11.1 pl de ddH20 para un volumen total de 20 pl. La reaccion se incubd a

37°C por 2h. Transcurrido el tiempo se tomd una alicuota de 2 pl para su posterior revision.
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La precipitacion de la sonda se realizd con 10 ul de cloruro de litio al 0.3 M, 100 ul de
ddH20 y 300 pl de etanol al 100% grado molecular durante toda la noche.

Después, se centrifugd a 13.000g por 15 min y se extrajo el sobrenadante. El pellet se
resuspendio con 10 ul etanol al 70% grado molecular, dejandolo evaporar bajo cabina de
extraccion por aproximadamente 7 minutos. Finalmente se agregd 20 ul de ddH20O. Se tomo una
alicuota de 2 ul y junto con la alicuota anterior se cuantifico y se corrieron las muestras en gel de
agarosa al 1.5% por 20min.

4.3.6 Analisis de dot blot

Con el fin de estimar la concentracion, eficiencia y correcta incorporacion de los DIG-
UTPs a la sonda se realiz6 un analisis de dot blot. Para el analisis se prepararon diferentes
diluciones en serie de la sonda de 10~ hasta 10~° con ddH20. Debido a que el ARN no es estable,
se realizo el andlisis inmediatamente después de preparar las diluciones.

Se coloco 1 pl de cada dilucion en una membrana de nailon y se fijo el ARN a la membrana
mediante microondas 700W por 4 min. Después, se lavé con PBT 1X durante 30 seg. Una vez
transcurrido el tiempo se incubd la membrana con el buffer de bloqueo goat serum (abcam) durante
30 min y después con una solucion de Anti-dioxigenina-AP, roche (1:500) por 30 min. Se lavd la
membrana dos veces con PBT 1x durante 15min. Para equilibrar la membrana se lavé con buffer
de deteccidn por 5 min (ver apéndice 1 para la preparacion de las soluciones).

Para el paso siguiente fue necesario preparar el sustrato de color lo mas fresco posible a
una dilucion 1:133 para el INT/BCIP y 1:50 para el NBT/BCIP, preparando el volumen necesario
para cubrir la muestra de manera adecuada. Este paso se realiz6 en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 2 h.

Finalmente, se detuvo la reaccion con agua desionizada y se observé bajo estereoscopio.
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4.4 Cortes histologicos

Para el correcto procesamiento de los cortes histologicos se realizo la deshidratacion e
inclusion del tejido lo mas pronto posible, una vez realizada su fijacion. EIl procedimiento se ilustra
detalladamente en la figura 3.

4.4.1 Deshidratacion de tejidos, aclaramiento, inclusion en parafina y seccionamiento

Transcurrido el tiempo de fijacion, las muestras se lavaron con PBS 1x hasta eliminar
residuos del fijador.

La deshidratacion se realizo con soluciones de metanol en PBT 1x a concentraciones
crecientes hasta metanol puro. Los tiempos y concentraciones se ilustran detalladamente en el
diagrama excepto el tiempo en xilol puro (paso posterior a la deshidratacién, conocido como
aclaramiento), ya que este varia de acuerdo con el tipo de tejido. Para este caso se dejo 30 minutos
el musculo esquelético y 60 minutos el ovario e higado.

Punto critico: Es recomendable hacer una prueba inicial con los tejidos para estimar el
tiempo idoneo en xilol para cada uno, se recomienda realizar un ensayo general donde solo se varie
el tiempo en xilol (15 min, 30 min, 45 min y 1h).

Figura 3

Cortes histologicos
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Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia para la
realizacién de cortes histoldgicos en parafina. Es importante tener presente las precauciones
necesarias al trabajar con xilol puro. Creado con BioRender.com.

Una vez desarrollados los pasos anteriores se realizé la inclusion en parafina, inicialmente
con xilol- parafina a una proporcion 1:1 y después con parafina liquida a una temperatura de 60°C.
Los cortes histologicos se hicieron de 5 a 10 um de grosor, usando un micrétomo rotatorio.

Para la correcta adherencia del tejido a la lamina de micropreparado, se trataron las laminas

con (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) al 2%.
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Después de hacer el montaje de la muestra a la lamina con agua libre de RNasa se incubd
el tejido a 37°C por 4 h.
La tincion de los tejidos con eosina y hematoxilina se realizé de acuerdo con Cardiff et al.

(2014) para evidenciar la morfologia celular y corroborar el proceso de inclusion.

4.5 Tratamientos de prehibridacion e hibridacién

Las ldminas se desparafinaron con xilol puro para luego rehidratarlas en concentraciones
decrecientes de metanol en PBS. En la figura 4 se muestra el procedimiento correspondiente al
primer dia de prehibridacion e hibridacion de los cortes.

El marcador hidréfobo A-PAP PEN z377821-1EA sirvié para la delimitacion del corte
(dejandolo secar por 1 minuto). Después, se prepar0 el tejido para el tratamiento con proteinasa K
a una concentracion de 5ug/ml por 20min. Para finalmente deshidratar el tejido y realizar la
prehibridacion e hibridacion.

La prehibridacion inicid con el buffer de hibridacion sin sonda y se incubé a la temperatura
de hibridacion (Th) por 1 h. Para la hibridacion del corte, primero se realizd un paso de
desnaturalizacion de la sonda a 80°C por 5 min y después se almaceno inmediatamente a -20°C
por 5 minutos.

La incubacion de las muestras se hizo toda la noche a la Th, con el buffer de hibridacion
mas sonda a la concentracion final indicada por el dol blot para cada sonda.

Punto critico: Para evitar la evaporacion del buffer de hibridacion con la sonda se coloco
una lamina de vidrio encima de la solucion evitando la aparicion o presencia de burbujas.

Figura 4

Dia 1: pre-hibridacion
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Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia de la pre-

hibridacion e hibridacion. En el diagrama se muestra la correcta ubicacion de los cortes

(horizontal) y su delimitacion. La incubacion del corte se realizé con ayuda de laminillas de vidrio

estériles encima del corte. Creado con BioRender.com.
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4.6 Lavados post-hibridacion y deteccién de la sefial

Trascurrido el tiempo de incubacion los cortes se lavaron a una temperatura superior de la
hibridacion para eliminar residuos de la sonda (Fig. 5). Luego, se incubaron las laminas con el
buffer de blogueo por 2 a 3 h, evitando que la ldmina se seque. Finalmente se realizé la interaccion
con el anticuerpo (1:500) toda la noche a 4 °C.
Figura 5

Dia 2: lavados post-hibridacion e interaccion con anticuerpo Anti-DIG
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Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia de post-

hibridacion e interaccion con anticuerpo. Creado con BioRender.com
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Al dia siguiente se volvié a lavar los residuos de anticuerpos no fijados con KTBT
(apendice 1) y se realiz6 la interaccion con el sustrato de la fosfatasa INT/BCIP una dilucién de
1:133 en la oscuridad, siendo monitoreado cada 30 min hasta ver sefial (Fig. 6).

Punto critico: El sustrato es fotosensible asi que se debe tener precaucion con la exposicion
de la luz y que la lamina no se seque.

Figura 6

Dia 3: incubacion con el sustrato de fosfato y la fijacion de la sefial
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Nota. El grafico representa el diagrama de flujo correspondiente a la metodologia de incubacion
con el sustrato de fosfato y fijacion de sefial. Creado con BioRender.com

Finalmente, se lavaron los residuos del sustrato y se fijo la sefial con PFA 4%.
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El registro fotografico se realizd bajo microscopio inmediatamente después de fijar la sefial, debido
a su corta duracion.

5. Resultados

5.1 Colecta de individuos

Se recolectd un total de 22 hembras y 5 machos del género Marisora sp especie IV de Pinto
et al. (2015). Ademas de una hembra A. tropidogaster del municipio de San Vicente de Chucuri,
vereda Chanchon.

La colecta manual se llevo a cabo durante todo el macroproyecto (figura 7).
Figura7

Colecta de ejemplares en campo y mantenimiento durante el transporte al laboratorio

5.2 Diseccion y almacenamiento de tejidos
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Se logrd identificar con precision las estructuras de interés y resaltar las variaciones
observadas en el sistema reproductivo de hembras de Marisora sp en comparacién con A.
tropidogaster.

Se muestra la gran diferencia que existe en la morfologia de los huevos dentro del oviducto
de las dos especies. En Anolis se presenta un desarrollo asincrénico y con abundante cantidad de
yema (Fig. 8A), mientras que en Marisora los huevos oviductales son sincrénicos y con poca
cantidad de yema (Fig. 8B). Ademas, se procedio a la identificacion de los masculos que fueron
objeto de estudio, todos ubicados en las extremidades inferiores. Concretamente, se uso el sartorio,
el aductor magno y el gracilis mayor. Para una representacion visual y detallada de estos masculos,

consultar la figura 8, seccién A.

5.3 Preparacion de sondas de ARN marcadas

Se realizo un total de 18 extracciones de ARN provenientes de Marisora de muy buena
calidad. Con valores de abs de 1.720 a 2.2 en proporcion 260/280 y 1.88 a 2.31 en proporcion
260/230 (Fig.9A). Con respecto a las concentraciones se obtuvo un resultado muy variable en todas
las extracciones, sin embargo, el menor valor reportado fue 37.640 ng/ ul y el mayor 926.32 ng/
ul. Para cada extraccion se evalud la integridad, en los casos exitosos se observd las bandas
correspondientes a las subunidades 18s y 28s (Fig. 9B).

En la figura 10, seccion A se observa la corroboracion exitosa del cDNA sintetizado a partir
de ARN proveniente de Marisora, ya que se muestra una Unica banda correspondiente a los
respectivos amplificados de los primers de actina 1 y actina 2.

Figura 8

Diseccion e identificacion de estructuras
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Nota. El grafico muestra la diseccion de dos hembras del género A. tropidogaster (A) y Marisora
sp (B). Se observa la diferencia que existe en el tamafio y estado de los huevos en el oviducto.
Escalaa 0.5 cm.

Figura 9

Extraccién de ARN

1Kb
A B ARN ladder

8
8

Absorbance (10mm)
8

8

0,00
200 250 300 350 400

Wavelength (nm)

Nota. A. curva de absorbancia resultante del andlisis de espectrofotometria correspondiente a
muestra de ARN. B. Electroforesis en gel de agarosa de ARN proveniente de Marisora.

La figura 10 item B, corresponde a un fragmento de los cromatogramas resultantes de la
secuenciacion de cada amplificado de actina. Se obtuvo cromatogramas de buena calidad, con
picos bien definidos para cada base nitrogenada.

El analisis de BLAST para cada amplicon secuenciado mostro para el primer actl un
porcentaje de identidad del 92% con secuencias predichas de actina de Python bivittatus y - actina
de Pogona vitticeps. Para la actina 2, el porcentaje de identidad fue del 92 % con secuencias
predichas de Mesitornis unicolor y Pterocles gutturalis y en actina exén 6 un 76% de identidad
para secuencias predichas de - actina en Pogona vitticeps.

Figura 10
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Amplificados de -actina y cromatogramas

A B
1Kb 210 220 230
Negativo Act1 Act2 ladder Act] GCTGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGG

1 230 240 250

0.5 Act2 ‘AAGCTGTGATCTCCTTCTGCATTCTGT
A
200 210 220
Actexé ?G‘;'I"GC'I'(;'L:L:";'l't L GAGGCTGGTT
"{V\« u"%‘ K/\\‘ﬁ\”i“ iﬁ‘ \ “n‘\ /\}MIH"KJ\

El tamafio de los amplificados resultantes de la PCR para cada set de primers se observan
en la figura 11. Para la actina 1 es de 735 pb y 747 pb con las secuencias sp6 y T7, para la actina
2 de 687 pb y 771 pb con las secuencias de reconocimientos y para actina-ex6 689 pb y 725 pb
respectivamente.

La prueba de dilucion del cDNA se muestra en la figura 12, de acuerdo a este resultado la
dilucién optima con la que se trabajo fue de 1:5. Por otro lado, la PCR de 400 ul para cada primer
se muestra en la figura 13. Se observa bandas intensas distribuidas en cuatro pozos.

En total se realizaron 12 extracciones de ADN en gel agarosa con concentraciones finales
que iban de 6.3 ng/ ul para el menor valor y 40 ng/ ul para el mayor. Sin embargo, el valor mas
comun de concentracion final fue de 10 a 20 ng/ ul. En la figura 13 se muestra las concentraciones
finales del ADN resultante de las tres extracciones con cada set de primer.

Figura 11

Amplificados de [5- actina con cada set de primers
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Act1 Act2 Actex6 1Kb
Actl  Act2  Actex6  Sp6/T7 Sp6/T7  Sp6/T7  ladder

Kb

3.0
1.5

0.5

735pb  687pb  689pb  747pb  771pb

Nota. Se muestra comparativamente el tamafio en pares de bases de los amplificados resultantes
de la PCR con sus respectivos primers con y sin la secuencia de reconocimiento.
Figura 12

Dilucion del cDNA

ADNCc 1Kb

1:1  1:5 1:10 1:20 Negativo ladder

Nota. Se muestra de izquierda a derecha la secuencia de diluciones de menor a mayor del cDNA
sintetizado. En la parte inferior se encuentra el barrido de dNTPs y residuos de la PCR no
amplificados.

Figura 13
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PCR extraccion de gel

Actexé Act2 Act1
Sp6/T7 Sp6/T7 Sp6/T7

Cf:18.5 ng/pl Cf:16.6 ng/pl Cf:11.5 ng/pl

Nota. Electroforesis al 1% de amplificados para cada set de primer con volumen final de 400 pl.
En la parte inferior se muestra la concentracion final (Cf) de cada amplificado luego de la
extraccion del gel.

La electroforesis correspondiente a la transcripcion in vitro de la sonda de ARN de /- actina
se muestra en la figura 14.
Figura 14

Electroforesis de la Sonda

Sentido Antisentido 1Kb
Spbé T7 ladder
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa de la sonda de ARN Sp6 'y T7 proveniente de ADN extraido
amplificado con los primers de actina 1.

Debido a que un aspecto fundamente en la hibridacion in situ es la evaluacién precisa de
las sondas empleadas, se dedicO especial atencion a la pureza y concentracion de las sondas
sintetizadas para garantizar la confiabilidad de los resultados que obtenemos.

Con respecto a la pureza de las sondas, los valores obtenidos muestran cierta coherencia.
La relacion 260/280, que es un indicador importante de pureza, oscilé entre 1.78 y 2.054. De
manera similar, la relacion 260/230, que también contribuye a evaluar la pureza, se mantuvo en un
rango de 1.788 a 1.886. Estos resultados indican que las sondas tienen una pureza aceptable y que
es poco probable que haya interferencias durante el proceso de hibridacion.

En cuanto a la concentracién, hubo diferencias notables segun el tipo especifico de sonda.
Por ejemplo, en el caso de la sonda de actina 1 en su orientacion sentido Sp6 su concentracion fue
en promedio de 85.840 ng/ul. En contraste, la sonda anti-sentido T7 presentd una concentracion
significativamente mayor, con un valor promedio de 641.200 ng/ul. En el caso de la sonda de
actina 2 en orientacion Sp6, la concentracion fue de aproximadamente 45.520 ng/ul, mientras que
en la orientacion T7 estuvo alrededor de 193.720 ng/ul. Finalmente, la sonda actina-ex6 mostro
concentraciones de 233.44 ng/ul y 999.6 ng/ul en las orientaciones Sp6 y T7, respectivamente.

En la figura 15, se observa los resultados de la prueba de dot blot especifica para cada
sonda. La presencia de color oscuro en la menor concentracion muestra la dilucion idénea con la
cual la sonda interaccionara correctamente en la hibridacion. Para la actina 1 se trabajé con una
dilucion intermedia entre la inicial 10° y 1071, para la actina 2 Sp6 se trabajé con una
concentracion de 4.5 ng/ul y 19.3 ng/ul para T7, es decir la dilucion 10~2. Para la actina-ex6 2.3

ng/pl para Sp6 y 9.9 ng/ul para T7.
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Figura 15

Prueba dot blot
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Nota. Prueba de concentracion e integridad de la sonda. Los valores en la parte superior
corresponden a la dilucion de cada sonda, siendo 10° el corresponde a la concentracion inicial de
cada una, por ejemplo, para la actina 1 sp6 este valor corresponde a 85.840 ng/ul y 10~* una
dilucion 1: 10000.
5.4 Tratamientos de prehibridacion e hibridacion

En total se hicieron 14 hibridaciones no exitosas (apéndice B), en donde se evalud la
concentracion y tiempo en proteinasa K, la temperatura de hibridacion, la temperatura y tiempos
de lavados post-hibridacion, la concentacion de anticuerpo, el tiempo y concentracion del sustrato
y la concentracion de la sonda. Aunque se disefiaron y sintetizaron tres sets de sondas utilizando
diferentes primers especificos para la -actina, al realizar las pruebas de HIS, solo las sondas del
set de Actinal genero resultados positivos detectables en los tejidos, estos resultados se observan

en las figuras 16, 17 y 18, seccion C. Las tonalidades de naranja y amarillo corresponden a la
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presencia de transcriptos de f-actina en el corte. En el higado su presencia se concentrd en las
células hepaticas y hepatocitos, para el ovario fue en todo el corte, con pigmentos méas oscuros en
la teca y lecho germinal, mientras que en el mdsculo se observd principalmente en el tejido
conjuntivo y fibroblastos.

El tratamiento de proteinasa k se realizé a una concentracion de 5 pg/ml por 20 minutos
para cada tejido. La temperatura de hibridacion fue de 40°C con lavados de 55°C, la proporcion

de anticuerpo 1:500 y la dilucion del sustrato 1:133 de INT/BCIP dejandolo actuar por 4 horas.
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Figura 16

Histologia y expresién de - actina en higado de Marisora sp

A

Sentido Eosina & hematoxilina
Spb

Anti-sentido

Nota. Corte histologico de higado. A. corresponde la tincidn de eosina y hematoxilina, se muestran
las principales estructuras y células. B. hibridacion in situ de la sonda Sp6, control negativo. C.
hibridacién in situ control positivo. Me: agregado de melanomacréfagos, vs: vasos sanguineos, E:
eritrocitos, He:hepatocitos, Si: espacio sinusoides y K: células de Kupffer. Las escalas son de

100um, 50um y 10u de izquierda a derecha respectivamente.
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Figura 17

Histologia y expresién de - actina en ovario de Marisora

Qvario

Eosina & hematoxilina

Sentido
Sp6
=
_‘

Anti-sentido
T7

Nota. Corte histologico de ovario. A. Tincion de eosina y hematoxilina. B. Control negativo
hibridacién in situ sonda Sp6. C. hibridacidn in situ de - actina. O: ooplasma, n: nucleo, vs: vaso
sanguineo, G: linea germinal, Fi: foliculo primario, Gr: células de la granulosa, Z: zona pellcida,
T: teca, Ef: epitelio folicular, Zp: zona pelUcida y Zr: zona radiata. Las escalas corresponden a

100um, 50um y 10u de izquierda a derecha respectivamente.
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Figura 18

Histologia y expresién de - actina en musculo de Marisora
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Eosina & hematoxilina

Anti-sentido

Nota. Corte histologico transversal de musculo. A. Tincion de eosina y hematoxilina. B. Control
negativo hibridacion in situ sonda Sp6. C. hibridacion in situ T7 de g- actina. Fa: fasciculo
muscular rodeado de perimisio, n: nacleo, M: miocito/ célula muscular rodeada de endomisio, F:
fibroblastos. Las escalas corresponden a 100um, 50um y 10u de izquierda a derecha

respectivamente.
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6. Discusioén

La S-actina es una proteina altamente conservada y esencial en la funcion celular, la cual
desempefia roles claves en los eucariotas (Xie & Percipalle, 2018) como la dindmica cromosomica,
la activacion, regulacion y represion de programas génicos (Xie et al., 2018), la estructura y
funcién del citoesqueleto, asi como en la organizacion citoplasmatica para generar fuerzas
mecanicas (Guirado et al., 2018), el movimiento celular y transporte celular, interacciones
proteicas, entre otros (Schmidt & Hall, 1998; Lifland et al., 2011; Lin & Redies, 2012). El presente
documento muestra la estandarizacion de un protocolo de hibridacion in situ para la preparacion
de sonda de ARN marcada con DIG a base de amplificados de PCR y su implementacién en cortes
histoldgicos de higado, ovario y musculo esquelético. La implementacién de técnicas como la HIS
en Marisora es de suma importancia en futuras investigaciones que busquen conocer la
localizacion y expresion de moléculas de interés en la placentotrofia obligada. Teniendo presente
que hasta la fecha el unico protocolo probado de HIS en Marisora y reptiles escamados es el

publicado por Cornelis et al. (2017).

La p-actina asociada a tecnicas de hibridacion in situ ha sido relevante para la evaluacion
de la interaccion de esta misma con otras moléculas, asi como la identificacion de los procesos
neuronales asociados en las fibras de mielina (Sotelo et al., 2008; Xie et al., 2018), y de manera
general como control positivo o de referencia en cultivos celulares (Uehara et al., 2007). Se detecto
la expresion de ARNm usando la sonda de Actina 1 T7 combinado con el sistema de deteccion de
alcalina fosfatasa y el sustrato INT/BCIP (preparacion del sustrato de acuerdo a: Pringle &

Richardson, s. f.). Se encontré la presencia de transcritos de ARNm de f-actina expresados en
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coloracion naranja/rojiza (figura 16, 17 y 18, seccion C) en contraste con lo observado en el control

negativo Actina 1 Sp6 (figura 16, 17 y 18, seccion B).

El higado esta conformado por hepatocitos que a su vez forman cordones hepaticos, entre
estos se encuentra las sinusoides capilares recubiertos por células endoteliales y macréfagos, que
en el higado son llamadas células de Kupffer (Lemus et al., 2017). A diferencia de mamiferos y
aves en los reptiles hay presencia de melanomacrofagos (Frimiano et al., 2011). La localizacion
de transcriptos en las células hepaticas fue homogénea exceptuando los espacios sinusoidales en
donde no se observd ARNm de S-actina, esto se debe a que esta presente en las células endoteliales
contribuyendo a la regulaciéon de la permeabilidad de las sinusoides, pero no en la cavidad
sinusoidal (Lifland et al., 2011). Por otra parte, el musculo esquelético esta conformado por
miocitos o fibras musculares rodeadas de tejido conjuntivo llamado endomisio, que a su vez se
organizan en fasciculos musculares rodeadas por tejido conectivo denominado perimisio. El
epimisio es tejido conjuntivo denso compuesto de colageno tipo 1 que rodea a los fasciculos que
conforman al musculo (Flores & Uribe, 2002). La presencia de transcriptos se concentro en el
tejido conectivo de sostén y los fibroblastos; estructuras especializadas en proporcionar soporte a
las células o tejidos (Ross et al., 2003).

La estructura ovarica en Marisora es sacular con foliculos en desarrollo y dos o un lecho
germinal. La pared del ovario esta rodeada externamente por un epitelio cuboidal o escamoso
(Hernandez et al., 2005; Goémez & Ramirez-Pinilla, 2004). El tejido folicular es diferencial
dependiendo de la etapa, en la previtelogénesis es estratificada y polimorfica y durante la
vitelogenesis se convierte en una monocapa de células planas, por ultimo, el tejido conjuntivo que

rodea el epitelio folicular forma la teca (Flores & Uribe, 2002).
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La presencia diferencial de S-actina en diferentes regiones o tipos celulares en el corte
puede deberse a sus diversas funciones en las células. Para el caso de la teca en donde se presentd
un color méas oscuro en comparacion a otras estructuras de los foliculos ovaricos, especialmente
en comparacion con el citoplasma del ovocito podria deberse a las funciones diferenciales entre
ellas. La teca desempefia un papel importante en el desarrollo y la funcion de los ovocitos
proporcionando soporte y nutricion a los foliculos en desarrollo (Flores & Uribe, 2002; Hernandez
et al., 2005), por lo que es posible que la S-actina sea mas abundante en la teca debido a sus
funciones especificas en la organizacion del citoesqueleto y la dinamica celular requerida para el
desarrollo y la interaccion de las células de la teca con los ovocitos en crecimiento o también
involucrada en la migracion celular, la formacion de prolongaciones celulares y la comunicacion
célula-célula (Guirado et al., 2002; Lifland et al., 2011). Dado que la teca puede estar involucrada
en la migracion de las células durante el crecimiento folicular, la f-actina podria estar en mayor
abundancia en esta area para facilitar estos procesos. Sin embargo, se requiere mas investigacion

cientifica en histologia y biologia celular para proporcionar informacion més detallada.

La hibridacion in situ es una técnica altamente sensible que puede estar influenciada por
multiples variables. En este contexto, se identificaron varios factores clave que pueden afectar la
efectividad de la sonda. En primer lugar, esta la temperatura de hibridacion, esta indica la
temperatura a la cual la sonda se uniré a su objetivo en la muestra y es especifico para cada sonda.
Si la Th es demasiado baja, hay unién no especifica y un alto background y, si es demasiado alta
la union especifica no es eficiente (Zimmerman et al., 2013). La Th se puede calcular teniendo
presente la Tm de cada primer en la PCR y el contenido de GC de la sonda. Segun la literatura se

recomienda iniciar la estandarizacion 20 grados menos de la Tm e ir variando de a 5 grados en
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cada hibridacion (Hua et al., 2018). Otro factor importante es el tratamiento con proteinasa K, si
es demasiado alto puede modificar la morfologia del corte y si es muy bajo no permite la correcta
permeabilizacion del tejido (Kidner & Timmemans, 2006). Se recomienda realizar este tratamiento
en un rango de concentracion de 1 a 100 ug/ml por pocos minutos a 30 min dependiendo de las
caracteristicas del tejido (Lee et al., 2013; Hua et al., 2018). El correcto pretratamiento de los cortes
también es fundamental, ya que es susceptible a contaminacion o degradacion de este (Pringle &
Richardson, s.f.). Adicionalmente, se encontrd0 que los tejidos que daban resultados mas
satisfactorios fueron aquellos elaborados con muestras frescas (Kasai et al., 2016). Por ultimo, es
fundamental seleccionar de manera adecuada la secuencia que se usara para sintetizar la sonda,
por lo que es indispensable realizar distintas sondas derivadas de diferentes regiones del
transcriptoma (Javelle et al., 2011). Ademas de incluir un control positivo (T7-antisentido) y

negativo (Sp6-sentido) para identificar puntos criticos o posibles problemas en el protocolo.

La implementacion de estudios moleculares en lagartos como Marisora, es esencial para
comprender procesos biologicos fundamentales y tiene un impacto en la investigacion cientifica y
desarrollo de nuevas tecnologias (Grabinski et al., 2015). Teniendo presente lo anterior, el
desarrollo de un protocolo de hibridacion in situ en un lagarto placentotrofico obligado usando la
- actina como molécula modelo es relevante debido a que permite una comprension de la
expresion genetica de un tejido y, arroja luz sobre la futura implementacion en estudios que
aborden aspectos importantes de su biologia, tales como el desarrollo embrionario, la
diferenciacion celular, deteccion de enfermedades, expresion de moléculas, respuesta a estimulos

ambientales entre otros (Schmidt & Hall, 1998; Lifland et al., 2011; Lin & Redies, 2012; Wen et
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al., 2018; Xie et al., 2018). Ademas de que se puede implementar este protocolo en otras especies

de animales o incluso en plantas (Narayanan & Oates.,2019; Javelle et al.,2011).

7. Conclusiones
La hibridacion in situ es una técnica que nos permite localizar la expresion de transcritos presentes
en diversos tejidos, con una alta especificidad para cada muestra y especie. Se obtuvo un protocolo
de hibridacion in situ de S-actina exitoso que puede ser usado como control positivo en futuros
estudios de hibridacion en Marisora sp con una metodologia replicable y que puede ser aplicada
en diferentes grupos animales. Asi mismo se puede usar este mismo protocolo para realizar

hibridaciones con diferentes sondas en un mismo corte.
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Apéndices

Los apéndices estan adjuntos y puede visualizarlos en la base de datos de la biblioteca UIS



