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Resumen.

La presente publicacion describe adaptaciones a métodos para la deteccion y localizacion de ARN
mensajeros de penaeidins, péptidos antimicrobianos del camaron Penaeus vannamei, utilizando
marcadores frios y calientes tanto para muestras correspondientes a células citocentrifugadas como para
tejidos incluidos en parafina. Si se describen los procedimientos y adaptaciones para realizar los
tratamientos previos a la hibridacion en los cuales se determinan los pasos para desparafinar tejidos,
tiempos de post fijacion y tratamiento con ARNasa para preservar las condiciones de los tejidos para una
buena observacion luego de la hibridacion. Ademas, se establecen los mejores parametros para preparar
ribosondas y se discuten las ventajas de la utilizacion de este tipo de sondas con respecto a las sondas de
doble cadena de ADN. Finalmente se determinan los pasos optimizados para realizar una hibridacion y
deteccion de las ribosondas marcadas a la forfatasa alcalina que permitan la mejor definicion y
sensibilidad en las células objetivo.

Abstract

The present paper describes the adaptation of methods for detection and localization of penaeidins
mRNA, antimicrobial peptides of the white shrimp Penaeus vannamei, using cold or hot probes for
samples corresponding to cytocentrifuged cells or tissues included in paraffin. This work describes the
procedures and adaptations for to realize the preliminary treatments for the hybridization as the steps to
eliminate the paraffin of the tissues, times of post fixation y treatment with RNAse in order to preserve
the conditions of the tissues for a good observation after hybridization. Moreover, are established the best
parameters to prepare riboprobes are determined and the advantages of the use of these types of probes in
relation with double strand DNA probes. Finally, the optimized steps will be determined for to realize the
hybridization and detection of riboprobes labeled to Phosphatase alkaline that allow the better definition
and sensibility in the target cells.

1. Introduccién

Las técnicas de hibridacion in situ permiten
detectar secuencias de 4cidos nucleicos
especificos en cromosomas preservados
morfologicamente, células o secciones de
tejidos. En combinacién con la
inmunocitoquimica , la hibridacion in situ puede
relacionar informacion topoldgica microscopica
a la actividad de genes a nivel de ADN, ARNm
y proteinas.

La técnica fue originalmente e
independientemente desarrollada por [1] y [2].
En esta época, el clonaje molecular no era
posible y la hibridacion in situ estaba restringida
a secuencias que podian ser purificadas y
aisladas por métodos bioquimicos
convencionales, como por ejemplo ADN satélite

de raton, ADN viral, ARN ribosémico. Ademas
radioisotopos eran los Uunicos marcadores
posibles para los 4cidos nucleidos, y la
autoradiografia era la unica forma para detectar
las secuencias hibridadas .

Las técnicas de clonaje molecular y mejoras en
las técnicas de marcaje, han cambiado
dramaticamente este panorama. Por ejemplo,
Secuencias de ADN, de algunos pares de bases
de largo, pueden ser detectadas en los
cromosomas en metafase por autoradiografia [3,
4]. Las técnicas radioactivas pueden también
detectar bajo numero de copias de ARNm de
moléculas en células individuales [5]. Al mismo
tiempo, quimicamente sintetizados,
oligonucledtidos marcados radioactivamente
comenzaron a ser utilizados, especialmente para
la deteccion de ARNm por hibridacion in situ
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[6]. A pesar de la alta sensibilidad y la amplia
aplicabilidad, el uso de técnicas de hibridacion
in situ ha estado limitado a los laboratorios de
investigacion. Esto es probablemente debido a
problemas  asociados con las  sondas
radioactivas, las cuales requieren de medidas de
seguridad para su uso, limitado tiempo de vida y
demasiado  tiempo  requerido para la
autoradiografia. Ademas, la distribucion
inherente a la radiactividad hace disminuir los
limites de la resolucion espacial de estas
técnicas.

La preparacion de sondas nucleicas con
marcadores estables no radioactivos elimina los
mayores obstaculos de esta técnica, los cuales
entorpecen la aplicacion general de la
hibridacion in situ. Ademas, esto abre nuevas
oportunidades para la combinacion de diferentes
marcadores en un solo experimento. Los
numerosos y sensibles sistemas de deteccion
basados en anticuerpos disponibles para detectar
sondas nucleicas no radioactivas, ademas
mejoran la flexibilidad de este método.
Actualmente, sondas de ARN son
probablemente las sondas mas ampliamente
usadas como sondas nucleicas dentro de las
técnicas de hibridacion in situ.

En el presente articulo, describimos protocolos
(métodos radioactivos y no radioactivos) que
hemos desarrollados para localizar ARNm en
células circulantes y tejidos embebidos en
parafina de camar6n Litopenaeus vannamei [7,
8].

2 Materiales y Métodos.
2.1 Preparacion de tejidos y hemocitos
2.1.1 Hemocitos

Se obtuvo hemolinfa de camarones de 8 a 10 gr
en estado de intermuda en la base del primer
segmento abdominal usando una aguja de 23 g
con una jeringuilla de 1 ml conteniendo la mitad
del volumen de Solucion Tampdén Modificada
de Alsever, MAS [9]. Los hemocitos fueron
centrifugados a 800 X g por 10 minutos a 4°C y
eliminado el sobrenadante. Para su fijacion los
hemocitos fueron resuspendidos en una solucion
de tampon fosfato (PB, 0.1 M pH 7.4 de tampon
fosfato) conteniendo 4 % de paraformaldehido,
10 % de sacarosa por 10 minutos para su
fijacion. Los hemocitos fueron otra vez
centrifugados (800 X g por 10 minutos), el
sobrenadante fue eliminado y los hemocitos
resuspendidos en PB. La concentracion de
hemocitos de la suspension fue establecida con
un hemocitémetro. Posteriormente, entre 10° y 2
x 10° hemocitos fueron citocentrifugados en un
portaobjetos con poli-L-lisina (1000 rpm, 5

min.) y secados a temperatura ambiente. Los
portaobjetos fueron almacenados a -20°C hasta
su uso.

2.1.2 Tejidos

Tejidos disectados de camaron fueron fijados en
una solucién recientemente preparada del
fijador Davidson [10] por 72 horas a 4°C o en
solucion de  paraformaldehido al 4%
conteniendo 10 % de sacarosa. Los fijadores
fueron cambiados cada 24 horas. Luego de la
fijacion, los tejidos fueron deshidratados con 3
bafios sucesivos de 20 minutos en etanol al
70%, seguido de 3 bafios de 20 minutos en
etanol al 90%, se continudé con 3 bafios de 20
minutos en etanol al 100% y finalmente las
muestras fueron incubadas en etanol al 100% a
temperatura ambiente toda la noche.

La inclusién en paraplast fue realizada mediante
3 inmersiones en xileno de veinte minutos, los
tejidos fueron posteriormente incubados en una
solucién (v/v) de xileno/paraplast por 12 horas a
60°C, luego las muestras fueron sometidas a 3
incubaciones en paraplast de 1 hora a 60°C.
Finalmente los bloques con el tejido en su
interior fueron preparados. Una vez preparados
los bloques, cortes de 8 um fueron realizados,
las secciones de parafina con tejido incluido
fueron montadas en portaobjetos cubiertos con
poli-L-lisina y almacenadas a 4°C hasta uso.

2.2 Preparacion de Ribosondas

Plasmidos (20 pg) conteniendo la secuencia de
ADNc de penaeidin 3 fueron linearizados por
digestion con BamHI para producir la ribosonda
antisentido y con Not I para producir la
ribosonda sentido. Posteriormente, a 100 pl de
plasmidos linearizados se le afiadio 50 pl de
acetato de amonio 7.5 M y 250 pl etanol
enfriado a —20°C. Luego, los plasmidos fueron
incubados a —80°C al menos por una hora. A
continuacion de la incubacion, los plasmidos
fueron centrifugados 20 minutos a 13000 rpm a
4°C. El sedimento fue secado a temperatura
ambiente y suspendido en 20 pl de agua tratada
al dietilpirocarbonato (DEPC). La verificacion y
cuantificacion de los plasmidos linearizados fue
realizada sobre geles de agarosa usando el
marcador de talla Smart Ladder size.

A vpartir de los plasmidos linearizados se
generaron ribosondas sentido y antisentido DIG-
UTP o **S-UTP por transcripcién in vitro
usando transcription RNA labeling Kit (Roche).
Para estas transcripciones, fueron usados 1 pg
de ADN de plasmido linearizado de acuerdo a
los procedimientos del fabricante. Asi, ARN
polimerasas T7 y T3 generaron las sondas
sentido y antisentido respectivamente. La



Analisis de Localizacion y Distribucion de ARNm de Péptidos Antimicrobianos Expresados en Células de Camaron 85

reaccion de transcripcion de cada una de las
sondas fue parada con 1 pl de 0.5 M de EDTA.
A la solucién producto de la trascripcion se le
afiadieron 80 pl de agua libre de RNAsa, 5 ul de
ARNt (10.3 mg/ml), 10 pl del LiCl 4M y 300 ul
de etanol a —20°C. La soluciones con las sondas
fueron incubadas a —80°C por al menos | hora y
luego centrifugadas por 20 minutos a 12000 x g
a 4°C. Luego de la centrifugacion, el
sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue
lavado con etanol al 70% a -20°C vy
centrifugado por 5 minutos a 12000 x g a 4°C.
Finalmente, el sobrenadante fue eliminado
nuevamente y los sedimentos fueron secados
sobre hielo y resuspendidos en 100 pl de agua
tratada con DEPC ( para las sondas marcadas
con DIG-UTP) o en 100 pl de una solucion
preparada usando 10 pul de DTT 1M y 90 pl de
Tris-EDTA (para las sondas marcadas al *°S)

2.3 Tratamientos de prehibridacion.
2.3.1 Hemocitos

El tratamiento de prehibridacion de los
hemocitos comenzé con 2 inmersiones de 5
minutos de las células citocentrifugadas en una
solucion de Tris-HCI 0.2 M pH 7.4. Luego las
células fueron incubadas por 10 minutos en
Tris-HCI 0.2 M pH 7.4 conteniendo glicina 0.1
M. Las células fueron incubadas en Tampon
Fosfato Salino (PBS) 0.1 M pH 74.
Posteriormente, se realizd un paso de post-
fijacion, incubando las preparaciones en una
solucion de 4% de paraformaldehido diluido en
PB conteniendo 5 mM de MgCl, durante 15
minutos. Las células fueron lavadas con PBS
durante 5 minutos. Después de la post-fijacion,
las células fueron incubadas en trietanolamina
0.1 M pH 8 conteniendo 0.25% de anhidro
acético por 10 minutos. Luego las células
fueron lavadas (2 veces por 5 minutos en 2X
SSC y luego una inmersién rapida en agua
destilada) y las muestras posteriormente fueron
enjuagadas en soluciones de distinto grado de
etanol (30%, 70%, 100%, bafios de 5 minutos en
cada uno respectivamente). Finalmente las
células fueron secadas a temperatura ambiente
por 2 horas.

2.3.2 Tejidos

El tratamiento de prehibridacion de los tejidos
se inicidé removiendo la parafina e hidratando
mediante 2 bafios consecutivos en tolueno de 15
minutos, 2 bafios de 5 minutos en etanol al 96%,
1 bafio de etanol al 70% de 5 minutos, 1 bafio de
5 minutos en etanol al 30% y finalmente 2
bafios en Tris-HCl pH 7.4 de 5 minutos. El
bloqueo del paraformaldehido se realiz6 por

medio de una incubacion de 10 minutos en Tris-
HCI1 pH 7.4 conteniendo 0.1M de glicina. Las
secciones de los tejidos fueron digeridas con
proteinasa K (10 pg/ml) diluida en Tris-HCI
0.IM pH 8 con 0.05M EDTA por 15 minutos a
37°C. Las muestras fueron posteriormente
enjuagadas en PBS. Luego se realizo la post-
fijacion con paraformaldehido 4% disuelto en
PB conteniendo 5 mM de MgCl, durante 15
minutos. Las muestras fueron lavadas en 2X
SSC (2 x 5 minutos) seguido de un bafio en
agua destilada para posteriormente deshidratar
las muestras mediante bafios en soluciones de
grados seriados de etanol (30, 70 y 100%, cada
bafio de 5 minutos). A continuacion los cortes
fueron secados a temperatura ambiente por 2
horas.

2.4 Hibridacién con ribosondas
2.4.1 Hemocitos

La hibridacion con las ribosondas fue llevada a
cabo utilizando tampén de hibridacion
preparado en 2X SSC conteniendo 50% de
formamida, 10% de dextran sulfato, 10X de
solucion Denhardt’s, 0.5 mg/ml ARNt de
Escherichia coli, 100mM dithiothreitol y 0.5
mg/ml de ADN de esperma de salmén. Se
agregaron de 40-100ng por portaobjeto de
ribosondas marcadas con DIG y 100 ng (1*10°
cpm) de sondas marcadas con S. Los
portaobjetos fueron incubados toda la noche a
55°C en camara humeda. Una vez terminada la
hibridacion, los cortes fueron lavados 2 veces
por 15 minutos con 2X SSC. Las muestras
fueron posteriormente tratadas con 2 bafios de
15 minutos a 37°C con ARNasa A (20 pg/ml)
disuelta en 2X SSC. Luego las muestras fueron
consecutivamente lavadas con 1X SSC
suplementado con 0.007% de mercaptoetanol (2
veces por 5 minutos a temperatura ambiente), a
continuacion luego fueron lavadas con 0.5X
SSC suplementado con 0.07% de
mercaptoetanol por 5 minutos a temperatura
ambiente, a continuacion se realizdé un bafio en
0.1X SSC con 0.07% de mercaptoetanol por 5
minutos a temperatura ambiente y finalmente
dos bafios 0.1X SSC adicionando con 0.07 % de
mercaptoetanol por 15 minutos a 55°C.
Posteriormente, los  cortes  histoldgicos
permanecieron sobre hielo por
aproximadamente 1 hora en la misma solucion.

2.4.2 Tejidos

Los tejidos fueron hibridados como los
hemocitos variando desde el paso de tratamiento
con las ARNasa, segin las descripciones a
continuacion. Las muestras con los tejidos
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fueron tratadas con ARNasa (20pg/ml en 2X
SSC) por 15 minutos a 37 °C y
consecutivamente lavadas con Ix SSC con
0.07% de mercaptoetanol (2 bafios de 10
minutos a temperatura ambiente, 0.5X SSC
suplementado con 0.07% de mercaptoetanol por
10 minutos a temperatura ambiente , 0.1X SSC
con 0.07% de mercaptoetanol por 10 minutos a
temperatura ambiente). A continuaciéon se
realizé dos bafios de 30 minutos a 55°C en 0.1X
SSC suplementado con 0.07% de
mercaptoetanol. Finalmente  las  cortes
sumergidos en la misma solucion con
mercaptoetanol fueron colocados sobre hielo
durante 1 hora aproximadamente.

2.5 Deteccidén de Ribosondas
2.5.1. Ribosondas marcadas con Digoxigenina

Los portaobjetos con las muestras fueron
lavadas con 0.1X SSC sin mercaptoetanol por 5
minutos, luego los portaobjetos fueron lavados 2
veces por 5 minutos con tampon A (0.1M Tris
HCI, 0.9% NaCl, pH 7,4) adicionandole 0.05%
triton. En esta forma, las muestras fueron
preincubadas durante 20 minutos en tampén A
adicionando 1% de suero normal de cabra y
0.05% de triton. Luego de la preincubacion, se
adicionaron 500 pl por portaobjeto de una
soluciéon diluida 1/1000 de anticuerpo anti-
digoxigenina diluido en buffer A, conteniendo
1% de suero de cabra normal y 0.05% de triton
e incubados toda la noche a temperatura
ambiente en una  camara  humeda.
Posteriormente, los portaobjetos con las
muestras fueron lavados primero 3 veces por 10
minutos en tampon A seguido de un lavado de
10 minutos en tampén B (0.1M Tris HCI, 0.9%
NaCl suplementado con 50 mM MgCl, pH 9.5).
Luego se incub6 por 2 6 3 horas a temperatura
ambiente en la oscuridad con el sustrato
cromogénico de la fosfatasa alcalina (375 pg/ml
of NBT/ 188 pg/ml of BCIP/ ImM de
levamisole) preparado en tampdn B. La reaccion
de revelador fue detenida con un bafio de 5
minutos en tampoén A suplementado con 1mM
de EDTA y lavado 2 veces por 10 minutos en
tampon A. Finalmente los portaobjetos con las
muestras fueron enjuagados rapidamente en
agua destilada. Se realizé una contracoloracion
con azul de toluidina 1/1000 y los cortes fueron
montados en una mezcla de glicerol/tampon A
(9 vol/1 vol) o con XAM, después de una rapida
deshidratacion de bafios sucesivos en etanol.

2.5.2 Ribosondas marcadas con *S.

Los portaobjetos con las muestras fueron
lavados en 0.1X SSC sin mercaptoetanol por 5

minutos a temperatura ambiente. Después, las
muestras se rociaron rapidamente con etanol al
70%. Posteriormente, los portaobjetos con la
muestras  fueron secados a temperatura
ambiente. Luego las muestras fueron expuestas
en peliculas B-max casetes de exposicion a
rayos X por un periodo de 2 a 3 dias a
temperatura ambiente. Al final del periodo de
exposicion, la pelicula fue revelada en D19B
por 2 minutos con 30 segundos y fijadas con el
fijador Unifix por 10 minutos. Posteriormente,
los portaobjetos con las muestras fueron
sumergidas rapidamente en la emulsion liquida
LM1 de Amersham de acuerdo al protocolo del
fabricante (previamente se calent6 la emulsion a
41°C y el procedimiento fue realizado en la
oscuridad). Al final de periodo de exposicion,
se revelaron los autoradiogramas en D19b ( 2
minutos con 30 segundos a 20°C) y los
radiogramas fueron fijados en una solucién de
tiosulfato de sodio al 30% por 10 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras fueron
enjuagadas rapidamente en agua destilada y otra
vez tefiidas con 1/1000 de azul de toluidina.
Posteriormente, los portaobjetos fueron secados
y montados con el medio Permount. El
radiomarcado fue cuantificado usando un
microscopio y el sistema de cuantificacion
Biocom.

2.6 Controles

El primer control consiste en reemplazar la
ribosonda antisentido con la ribosonda sentido.
Es control con la sonda sentido es necesario
para probar la especificidad de marcado. El
marcado debe desaparecer completamente.

Las secciones control con ARNasa son
obtenidos mediante la adiciéon y un paso de
preincubacion con 10 pg/ml ARNasa A previo a
la hibridacion. La ausencia de union luego del
tratamiento RNAsa indica que la union
producida en las muestras fue debida solamente
a la presencia de ARN dentro de los tejidos.

3. Resultados y Discusion.

Los analisis realizados en el presente trabajo
describen los métodos utilizados y previamente
adaptados para la deteccion de transcritos
(ARNm) de péptidos antimicrobianos de
Penaeus vannamei.

Los materiales biologicos deben ser fijados para
preservar la morfologia de los tejidos de interés
a ser analizados. Desde un punto de vista
quimico, existe limitacion en el tipo de fijadores
usados debido a que el ARN es pobremente
reactivo a los agentes de crosslinking. Sin
embargo, las secuencias objetivo de ADN o
ARN estan rodeadas por proteinas y un
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extensivo crosslinking de estas proteinas
enmascara los acidos nucleicos objetivos para su
deteccion. Desafortunadamente, un protocolo de
fijacion el cual pueda ser usado para todos los
substratos no ha sido descrito. La fijacion y los
protocolos de pre-tratamiento deben ser
optimizados para cada deteccion. Nuestras
observaciones son consistentes en que las
fijaciones basadas formalina o inmersiones en
una soluciéon en 4 % de paraformaldehido
fueron exitosas.

Para procesar la hibridacion in situ sobre cortes
histologicos de tejidos invertebrados, no
solamente es necesario fijar los tejidos, sino
también embeber dichos tejidos en parafina.
Este hecho, se encuentra fundamentado en que
los invertebrados son organismos altamente
heterogéneos y las secciones de tejidos fijados
embebidos en parafina, segiin nuestro trabajo,
ofrecen la mejor morfologia para su observacion
al microscopio.

Para evitar ruido de fondo no especifico cuando
enzimas son usadas como reveladores, debido a
actividad endogena de estas enzimas, se debe
inactivar dicha actividad enzimatica. En nuestro
trabajo usamos con éxito el tratamiento con 1 %
de H,0, disuelto en metanol por 30 minutos
para inhibir a la peroxidasa endogena. En lo que
concierne al uso de la fosfatasa alcalina, la
inhibicion de la fosfatasa endogena fue lograda
exitosamente utilizando levamisol afiadido en la
solucion de sustrato. Sin embargo, debemos
notar que el uso de los cromdgenos (NBT y
BCIP) usados para revelar la fosfatasa alcalina
tifien de azul la cuticula de los camarones.

El tratamiento con proteinasa K sirve para
incrementar la accesibilidad de la sonda
nucleica a las secuencias objetivo mediante la
digestion de las proteinas que rodean el ARNm
objetivo. La pepsina también ha sido utilizada y
generado excelentes resultados para secciones
de tejido fijados con formalina y embebidos en
parafina. Nuestras observaciones demostraron
que los tratamientos con proteinasa K deben ser
evitados  para  secciones de  células
citocentrifugadas, debido a que la accesibilidad
a la secuencia objetivo es buena. Ademas el
tratamiento con proteinasa K en células
citocentrifugadas es muy riguroso y genera el
desprendimiento de gran parte de dichas células
adheridas al portaobjetos con citocentrifugacion.
Las sondas marcadas también se pueden
hibridar no especificamente a secuencias las
cuales son parciales pero no completamente
homologas a la secuencia de la sonda. Tales
hibridos son menos estables que los hibridos
que encajan perfectamente con la secuencia de
la sonda. Ellas son usualmente disociadas por
lavados de wvarias astringencias (revisar en
seccion 2.1). La astringencia de los lavados

pueden ser manipulados variando la
concentracion de formamida, la concentracion
de sal y la temperatura. En general, la mayor
especificidad es obtenida cuando la hibridacion
es realizada a alta astringencia y los lavados son
fuerte o pobremente astringentes, mas que
hibridando a baja astringencia y lavando con
alta astringencia.

Los tratamientos con ARNasa sirven para
remover el RNA. Este tratamiento puede ser
usado: 1) como control en hibridaciones con
ARNm como objetivos ( ver controles en la
figura 1) y ii) para remover la ribosondas no
hibridadas de esta forma reducir el ruido de
fondo de la tincion. Este hecho se fundamenta
en que los hibridos RNA-RNA son muy
termoestables y resistentes a la digestion con
ARNasa permitiendo la digestion de las sondas
de ARN parcialmente hibridadas.

Existen dos tipos de métodos de hibridacién no
radioactiva, los directos e indirectos. En el
método directo, la molécula detectada
(reportero) esta en unidén directa con el acido
nucleico utilizado como sonda, de esta forma los
hibridos sonda y ARN objetivo pueden ser
visualizados al microscopio inmediatamente
después de la reaccion de hibridacion (Figura 1
D y E). Para los métodos directos, es esencial
que los reporteros de la sonda sobrevivan las
duras condiciones de hibridacion y lavado.
Ademads, es también muy importante que la
molécula reportero no interfiera con la reaccion
de hibridacion. En esta forma algunas
compafias han producido nucledtidos marcados
con fluorocromos, los cuales pueden ser usados
para la deteccion directa para la fabricacion de
sondas de ADN y ARN. Los métodos directos
son usados frecuentemente para mostrar
evidencia de anomalias genomicas con sondas
ADN fluorescentes, FISH fluorescent in situ
hybridization [11, 12]. Los procedimientos
realizados con marcadores radioactivos
permiten la cuantificacion de la cantidad de
ARN objetivo (Figura 1 F).

Los procedimientos indirectos requieren que la
sonda nucleica contenga una molécula reportera,
introducida quimica o enzimaticamente, que
puede ser detectada por histoquimica de
afinidad. Una vez mas la presencia del marcado
no debe ser interferida con la reaccion de
hibridacion o la estabilidad debe hibrido
resultante. La molécula reportera se estar
accesible para los anticuerpos. Un numero de
modificaciones de haptenos han sido descritos
[13, 14, 15]. Los sistemas mas populares son
los sistemas biotina-streptavidina y el sistema
digoxigenina. El presente trabajo se concentra
en los métodos indirectos usando digoxigenina
detectados con anticuerpos especificos.
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El sistema digoxigenina fue desarrollado y
continta siendo expandido por Boehringer
Mannheim actualmente Roche [16, 17]. El
método de marcado con digoxigenina se basa en
un esteroide aislado de plantas digitales. Tanto
las flores como las hojas de estas plantas son la
unica fuente natural de digoxigenina, el
anticuerpo anti-digoxigenina no se adhieren a
ningln otro material bioldgico. La digoxigenina
estd usualmente unida en la posicion C-5 de los
nucleodtidos uridina mediante la via de un brazo
espaciado que contiene once atomos de carbono.
Los nucledtidos marcados con digoxigenina
pueden ser incorporados dentro de las sondas de
acidos nucleicos mediante ADN polimerasas
(Escherichia coli ADN polimerasa I, T4 ADN
polimerasa, T7 ADN polimerasa, transcriptasa
reversa y Taqg ADN polimerasa) ademas se
puede utilizar ARN polimerasas (Sp6, T3 o T7
ARN polimerasas) y transferasas terminales.
Asi, la sefial de digoxigenina puede ser afadida
por marcado por iniciado aleatorio (random
priming), corte de traduccion (nick translation),
terminacion de cola 3', o transcripcion in vitro.
Los protocolos descritos en la seccion
materiales y métodos en este articulo, establecen
la incorporacion de nucledtidos marcados con
digoxigenina mediante el método de
trascripcion in vitro.

Para la utilizacion del método de la
transcripcion in vitro, el ADN a ser transcrito
debe ser clonado dentro de un sitio de multiple
union (polylinker site) de un vector que contiene
la secuencia promotora para Sp6, T7 o T3 ARN
polimerasas (pGem vector). Asi, las sondas de
ARN son generadas por transcricion in vitro de
fragmento linaerizado del ADN molde. La
sintesis es usualmente completada después de 1
a 2 horas. Los transcritos sintetizados son una
copia exacta de la secuencia desde el promotor

hasta el sitio de restriccion usado para la
linearizacién. En esta forma, el tamafio de la
sonda puede ser ajustado por la eleccion de la
enzima de restriccion para la linearizacion y las
sondas tienen todas, la misma longitud. La
sondas de ARN son de simple cadena y la
cantidad de sonda de ARN marcada no
radioactivamente es de 10 pg por cada 1 pg de
ADN molde.

En nuestras experiencias, las sondas marcadas
con digoxigenina son detectadas con
anticuerpos de alta afinidad anti-digoxigenina
(Figura 1 A, B y C). Tales anticuerpos puede
estar también conjugados a la peroxidasa,
fluoresceina, rodamina, AMCA o al oro
coloidal. La sensibilidad de la deteccion
depende del método usado para visualizar el
conjugado del anticuerpo anti-digoxigenina.
Cuando se utiliza anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a la fosfatasa alcalina usando como
sustrato NBT y BCIP, la sensibilidad de la
reaccion de deteccion es rutinariamente de 0.1
pg (en Southern blot)

Una ventaja de este método de deteccion
colorimétrico son las buenas propiedades de
localizacion, alta sensibilidad y estabilidad del
precipitado. Ademads, siempre es necesario
determinar el tiempo de reaccion para evaluar la
proporcion de la sefial de ruido de fondo. Esta,
sefial no especifica puede ser monitoreada
durante la reaccion enzimatica.

Las sondas de simple cadena proveen ciertas
ventajas: 1) la ausencia de reaccion de
competencia durante la hibridacion in situ al
contrario de las sondas de doble cadena. ii) la
fuerza de union entre la sonda y su secuencia
objetivo alcanza su maximo con los hibridos
ARN-ARN. Asi, las condiciones de hibridacion
son disefladas a favor de la formacion de
hibridos ARN-ARN.
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Figura 1. Deteccién de ARN de penacidins en camarones por hibridacién in situ. (A y C, flechas) Secciones
embebidas en parafina de camarones que fueron hibridadas con ribosondas antisentido de penaeidins marcadas con
DIG-UTP y reveladas usando anticuerpos conjugados con la fosfatasa alcalina. El marcado es observado en los
hemocitos circulantes (A, flecha) y en muchos tejidos el marcaje es particularmente obvio en los noédulos epigastrico
hematopoyético también llamado 6rgano linfoide. La forma de las células positivas en este tejido parecen hemocitos
infiltrantes. (B) Control negativo, donde los cortes histologicos fueron hibridazos con sondas sentido, ningin marcaje
es observado. (D, E) Hemocitos citocentrifugados fueron hibridazos con ribosondas penaeidins antisentido marcado
con *S-UTP. El contenido de ARNm de penaeidins en los hemocitos citocentrifugados fue visualizado por granos de
plata resultado del contacto de la emision del °S con emulsion autoradiografica. Los granos de plata son observados
en hemocitos de animales no estimulados (D), compartivamente, después de 72 horas de un desafio microbiano,
seflales mas fuertes son observados en algunos hemocitos (E). (F) Titulacion de hemocitos individuales del nivel de
expresion fue realizado usando el sistema Biocom. Los resultados son expresados en unidades arbitrarias (UA). El
nivel de expresion fue cuantificado en 25 células por cada portaobjeto y 5 portaobjetos fueron evaluados por camarén
y cada valor representa el promedio de 4 camarones. Los histogramas se refieren al porcentaje de los hemocitos que
exhiben mas de 50 UA (barras oscuras) y el porcentaje de hemocitos presentando menos de 50 UA (barras grises)

4. Conclusiones frios. Ademads, fueron también optimizados

protocolos para la deteccion de ARNm de
El presente trabajo describe adaptaciones a penaeidins tanto sobre células citocentrifugadas
métodos para la deteccién y localizacién de como sobre tejidos previamente incluidos en
ARN mensajeros de penaeidins, péptidos parafina mediante el uso de marcadores no
antimicrobianos  del  camarén  Penaeus radioactivos y radioactivos. El presente trabajo
vannamei.  Se optimizaron protocolos para es una contribucion para el estudio de la
realizar la hibridazion in situ tanto sobre células expresion de efectores del sistema inmune de
como sobre tejidos incluidos en parafina los camarones y otros invertebrados.

utilizando marcadores
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