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Resumen

OPTIMIZACION DE METODOS DE ANALISIS MOLECULAR IN SITU PARA SU
APLICACION EN HOJAS DE PLANTAS

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Inversa in situ (IS-RT-
PCR por sus siglas en inglés) permite conocer la ubicacion espacial de RNAm en
un tejido. EI Mapeo por Espectrometria de Masas con Desorcion/lonizacién Laser
Asistida por Matriz (MALDI-MSI por sus siglas en inglés), permite conocer la
ubicacién espacial en un tejido, de una gran cantidad de analitos como: proteinas,
lipidos, carbohidratos, éacidos nucleicos y metabolitos. Ambas técnicas son
relativamente recientes y requieren de un laborioso proceso para ejecutar un
analisis. Sin embargo, la cantidad de informacién que pueden proveer justifica el
tiempo requerido. Los protocolos de preparacion de muestras publicados para
estos andlisis tienen puntos susceptibles de mejora que harian mas facil o mejor la
ejecucion. En el presente trabajo se indagd en estos protocolos y se y se
mejoraron algunos pasos. El principal inconveniente con el protocolo de IS-RT-
PCR es la dificultad de manipular un corte histolégico en laminilla. Asi, en el
presente trabajo se investigé la posibilidad de ejecutar el analisis en un fragmento
de hoja que se conserve de epidermis a epidermis. Se logré una reaccion parcial
en este fragmento. En MALDI-MSI el principal punto de mejora fue mantener la
integridad del corte al secarlo estando en un medio de inclusion, asi como aplicar
de manera homogénea la matriz. El mejor medio de inclusion fue
carboximetilcelulosa al 2% en sacarosa al 9.25%. Para la aplicacién de la matriz,
se utilizé la impresora EPSON T50 y se encontro que el cabezal negro es capaz
de despachar gotas de hasta 35 um de diametro de manera muy precisa. Con este
resultado concluimos que el uso de la impresora T50 es adecuado y econdémico.
En el segundo capitulo, nos enfocamos a caracterizar los cristales de oxalato de
calcio presentes en hojas de amaranto.

PALABRAS CLAVE: RT-PCR in situ, mapeo MALDI, Mapeo por Espectrometria

de Masas, amaranto, metabolismo Cs-Cy,.
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Abstract

OPTIMIZATION OF IN SITU MOLECULAR ANALYSIS METHODS FOR ITS
APPLICATION IN PLANT LEAVES

In situ Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (IS-RT-PCR), allows to
know spatial location of mRNA in a tissue. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectrometry Imaging (MALDI-MSI) permits to know
spatial publication in a tissue of a variety of analytes as: proteins, lipids,
carbohydrates, nuclei acids and metabolites. Both techniques are relative recent
and require a laborious process to perform one analysis. Nevertheless, the amount
of information that can be obtained justifies the time required for it. Published
protocols of sample preparation for these analyses have steps that can be
improved in order to be easier or better performing. In this work we inquired these
protocols and improve some steps. The main inconvenient with the IS-RT-PCR
protocol is the difficulty of handling a histological cut on a glass slide. So in this
work we investigated the performing of protocol in a leaf fragment that is preserved
from epidermis to epidermis. We achieve a partial reaction in the leaf fragment. In
MALDI-MSI the main improving points were keeping cut integrity while it is dried in
an embedding media, and applying matrix solution in a homogenous manner. The
best embedding media was 2% carboxymethylcellulose in 9.25% sucrose. For
matrix application, we used an EPSON T50 inkjet printer, we found that black
nozzle can dispatch drops of until 35 um of diameter in a very precise manner.
With this result we conclude that T50 printer is suitable and cheaper than
commercial options. In the second chapter, we focused in characterizing calcium

oxalate crystals of amaranth leaves.

Keywords: In situ RT-PCR, MALDI-imaging, Mass Spectrometry Imaging,

amaranth, Cs-C, metabolism.
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CAPITULO I; OPTIMIZACION DE METODOS DE ANALISIS
MOLECULAR IN SITU PARA SU APLICACION EN HOJAS DE
PLANTAS

1. INTRODUCCION

Las técnicas de andlisis molecular in situ son herramientas analiticas que afiaden
una nueva dimension a los métodos analiticos tradicionales. Mientras las técnicas
analiticas tradicionales responden a las preguntas ¢,qué hay? y ¢cuanto hay?, con
los métodos in situ ahora se busca responder ademas la pregunta ¢donde esta
exactamente? Esta Ultima pregunta es de particular interés en la biologia
molecular, debido a la importancia en la discriminacién de proteinas, acidos
nucleicos, metabolitos, etc. que sean especificas de un tejido. Estas técnicas de

andlisis molecular in situ se denominan en conjunto técnicas de mapeo.

Dos técnicas de mapeo molecular in situ de especial interés son la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Inversa in situ (IS-RT-
PCR por sus siglas en inglés) y el Mapeo por Espectrometria de Masas con
Desorcion/lonizacién Laser Asistida por Matriz (MALDI-MSI por sus siglas en
inglés). En la IS-RT-PCR se hace un mapeo en tejidos de los RNAmM de un
determinado gen, pudiendo ver su nivel de expresion en células individuales por
medio de intensidad de color. Por su parte MALDI-MSI es una técnica con mucho
potencial, ya que se puede analizar un abanico muy grande de moléculas en
tejidos, como proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos y metabolitos, por

medio de espectrometria de masas.'?

IS-RT-PCR

El entendimiento de la funcién de los genes involucra estudiar en qué condiciones
se expresan, y en qué lugar anatémico lo hacen. Para estudiar estas variables
existen tres técnicas principales: las fusiones promotor-gen reportero, los métodos
de impresién de tejidos y la hibridacién in situ (ISH por sus siglas en inglés).? Sin
embargo, las técnicas de fusiones promotor-gen reportero requieren multiples

1



pasos para llevarse a cabo y no todas las plantas pueden ser transformadas. Los
métodos de impresién de tejidos no generan una imagen clara de la distribucion
celular de RNA.? Y la hibridacion in situ posee una sensibilidad baja, requieriendo
de 10 a 20 copias por ceélula para generar una sefal detectable. Una cuarta
técnica, que es relativamente reciente y mitiga algunas de estas desventajas es la
PCR in situ.

La PCR in situ posee dos variantes, la PCR in situ (IS-PCR) que analiza
DNA y la IS-RT-PCR que analiza RNA. Ambas poseen ventajas sobre los tres
métodos anteriores: no requieren la generacion de plantas transgénicas, se
obtiene una clara ubicacion celular del RNA/DNA, y poseen una mejor sensibilidad
ya que pueden detectar hasta una copia de RNA/DNA.>® A pesar de ello son
técnicas que no han sido explotadas como la hibridacion in situ. Si se compara en
la base de datos de Scopus®’ el nimero de publicaciones que poseen el término
“In-Situ-PCR”, “In-Situ-PCR” & “Plant” o “In situ hybridization” en su titulo, abstract
o palabras clave; el numero de publicaciones con el término “in situ hybridization”
asciende a 146,164, mientras que con el término “In-Situ-PCR” sélo se reportan
660. De estas 660, solo 24 tiene asociado también la palabra “planta”, y de los 24
s6lo 17 presentan andlisis de PCR in situ en plantas (Figura 1). La mayor cantidad
de publicaciones que usan la IS-RT-PCR o IS-PCR son aplicaciones al area de
medicina. Por otro lado, mientras la aplicacion de ISH se ha mantenido a lo largo
de los afios, el uso de IS-PCR ha ido disminuyendo (Figura 1 A). Quiza una de las
razones es que, a pesar de que IS-RT-PCR es superior en sensibilidad a ISH, el

protocolo de IS-RT-PCR es més laborioso y demandante de tiempo y reactivos.™®

Bagasra Omar es uno de los pioneros en la técnica de IS-PCR y su enfoque
ha sido en células animales.’ No obstante se han publicado ya métodos aplicados
a tejidos vegetales.!® El método propuesto por Pesquet et al.®> implica
fluorescencia y el propuesto por Athman et al.! la generacién de un sustrato
colorido para la deteccién de amplicones. Dado que las estructuras de las plantas
poseen una gran cantidad de autofluorescencia, el método de Athman et al.' es

mas adecuado para generar una deteccién con bajo ruido de fondo.
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Figura 1. Graficas de tendencias de publicaciones relacionadas con la IS-RT-PCR. A)
Publicaciones con los términos “In-Situ-PCR”, “In-Situ-PCR” & “Plant” o “In situ hybridization” en
su titulo, abstract o palabras clave. B) Publicaciones que poseen los términos “In-Situ-PCR” &
“Plant”, y que realizaron este analisis en plantas. Datos obtenidos de Scopus7

El método propuesto por Athman et al.! consiste de tres etapas. La primera
es fijar el tejido durante 3 a 4 h en fijador FAA (Formaldehido, Acido acético y
Alcohol etilico). Una vez fijado, el tejido se lava, se incluye en agarosa 5% y se
hacen cortes de entre 50 a 70 um de grosor en un vibratomo. La segunda etapa es
transferir los cortes a una laminilla y colocar encima una camara de incubacion
para laminillas. Estas camaras consisten de un marco cuadrado de goma con
adhesivo en sus caras, una de ellas se une a la laminilla y la segunda a una
pelicula de celofan que funciona como tapadera. El marco de goma posee un
determinado grosor para contener cierto volumen, dentro del cual se coloca el
corte del tejido a analizar. Después, en estas camaras se lleva a cabo el
tratamiento con DNAsa, transcripcion inversa y PCR, ocupando volimenes de
hasta 100 uL. En la PCR se utiliza un nucle6tido marcado con digoxigenina. Y la

tercera etapa es aplicar un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa



alcalina, y por ultimo se revela con algun sustrato para esta enzima que genere un

producto colorido (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de IS-RT-PCR ejecutado en corte histolégico sobre
laminilla. El corte histolégico se coloca cuidadosamente en una laminilla silanizada, y después se
cubre con una camara de incubacién para laminillas. Esta cAmara posee una pelicula de celofan
que actia como tapadera, misma que ha de ser levantada en cada etapa del proceso para
agregar y eliminar reactivos de digestiéon de DNA, retrotranscripcion, PCR y revelado.

Este método aunque es relativamente sencillo posee tres desventajas.
Primero, es muy laborioso el llevar a cabo el tratamiento con DNAsa, la
transcripcion inversa y la PCR en un corte de tejido. El corte de tejido es delgado y
se puede desbaratar o fracturar si no se maneja con cuidado, y si este no se
adhiere bien a la laminilla facilmente se pude pegar en la camara o ser succionado
con la micropipeta. Por otro lado, un corte de 50 a 70 um es muy grueso para
observar detalles en un microscopio en campo claro o0 en contraste por
interferencia diferencial (DIC por sus siglas en inglés), ya que hay varias capas
celulares en el mismo. Segundo, los volumenes de reaccion son de 100 L, esto
resulta costoso considerando las enzimas que se utilizan en la retrotranscripcion y
PCR. Tercero, se necesita un aditamento especial para que el termociclador
pueda procesar laminillas. Este aditamento es también costoso y tiene capacidad
para un méaximo de tres laminillas.® Estas quiza sean algunas de las razones por

las que I1S-PCR no ha tenido éxito como ISH.

Es por ello que en el presente trabajo buscamos algunas alternativas para
eliminar o disminuir las desventajas de IS-RT-PCR. Esta técnica tiene el potencial
para ser medianamente laboriosa entre ISH y el uso de un gen reportero, y con

una sensibilidad mayor que ISH.



Una forma particularmente Util seria poder hacer el analisis in situ en el fragmento
de hoja antes del corte en vibratomo. Un fragmento de este tamafio podria ser
procesado en un tubo para PCR y ser cubierto con volimenes inferiores a los 100
uL. Esto disminuiria las desventajas de la fragilidad del corte, los altos volimenes
de reaccion y la necesidad de un aditamento para el termociclador. Sin embargo,
para que esto suceda, los reactivos implicados en cada etapa del analisis debe ser

capaz de llegar de manera uniforme a todos los espacios del fragmento de hoja.

El tejido vegetal posee una serie de barreras que podrian impedir la difusion
de moléculas grandes como enzimas o anticuerpos: la cuticula, la pared celular y
la membrana plasmatica. Afortunadamente, se han desarrollado métodos para el
anélisis molecular de 6rganos completos de plantas.’®'! Estos métodos fueron
desarrollados para el andlisis de proteinas por medio de anticuerpos en 6érganos
aclarados de plantas. Ademas, pueden prescindir de la obtencién de cortes
histologicos, ya que al tratarse de un tejido aclarado con marcaje fluorescente, se
pueden hacer cortes opticos por medio de microscopia confocal. Gracias a ello, se
han podido hacer increibles reconstrucciones 3D de algunos tejidos. Aunque estos
métodos estan disefiados para analisis inmunohistoquimicos, el proceso de

permeabilizacién utilizado se puede adaptar al analisis por IS-RT-PCR.

El método de IS-RT-PCR propuesto por Athman et al.> no contempla ningn
paso de permeabilizacion, y aunque la fijacion podria tener este efecto, no es su
intencion  primordial. Pasternak et al.’®, contemplan tres etapas de
permeabilizacion antes de llevar a cabo la inmunodeteccion: una fijacion-
solubilizacién de la cuticula con metanol caliente (MeOH), una digestién de la
pared celular por medio de los preparados enzimaticos comerciales macerozima y
driselasa, y una permeabilizacion de la membrana plasmatica con IGEPAL C630
y dimetil sulféxido (DMSO). Si estos procesos de permeabilizacién permiten la
distribucion homogénea de anticuerpos, muy probablemente permita lo mismo con
proteinas mas chicas. Estas etapas se podrian aplicar a un fragmento de hoja, y
ejecutar en el la IS-RT-PCR.



MALDI-MSI

El Mapeo por Espectrometria de Masas con Desorcion/lonizacién Léser
Asistida por Matriz (MALDI-MSI por sus siglas del inglés Matrix Assisted Laser
Desorptiom/lonization Mass Spectrometry Imaging), es una variante del mapeo por
espectrometria de masas. En ella, la fuente de ionizacion es la unidad MALDI.*
Los primeros experimentos de mapeo por espectrometria de masas datan del afio
de 1984 usando la espectrometria de masas de iones secundarios.'®

Posteriormente en 1997 Caprioli et al.**

emplearon por primera vez un equipo
MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization Time of Flight Mass
Spectrometry) para hacer mapeos en tejidos animales. Desde entonces, se ha ido
desarrollando la tecnologia necesaria para la automatizacion de este analisis en

los equipos de espectrometria de masas modernos.

En la Figura 3 se muestra una comparacion hecha con la herramienta de
andlisis de datos de la base de datos Scopus®.’ El nimero de publicaciones que
poseen el téermino “MALDI-MSI, “MALDI-imaging” o “Mass Spectrometry Imaging”
en su titulo, abstract y/o palabras clave es de 1928. Mientras que el nUmero de
publicaciones que poseen estos términos y “planta” en tales descriptores es
solamente 208. A pesar de ser una técnica laboriosa y que requiere

instrumentacion altamente especializada, su uso ha ido en aumento en los Ultimos

anos.
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Figura 3. Graficas de tendencias de publicaciones relacionadas con MALDI-MSI. Se muestra
el histérico de las publicaciones que en su titulo, abstract o palabras clave posean los términos
MALDI-MSI, MALDI-imaging o Mass spectrometry imaging. Datos obtenidos de Scopus’



En el analisis por MALDI-MSI se realiza en un corte histolégico de algun
tejido que es colocado sobre una laminilla. Este corte es entonces cubierto con
pequefias gotas discretas de una solucidon de un compuesto denominado matriz.
Al depositarse las pequefias gotas disuelven los analitos que se encuentran
debajo de ella en el tejido, y al secarse co-cristalizan con los mismos. Luego, la
laminilla se introduce en el equipo donde un rayo laser incide sobre el tejido. La
matriz tiene la capacidad de absorber la radiacion ultravioleta de este laser y
convertirla en calor. Asi el l&ser genera una serie de pulsos de radiacién que la
matriz rapidamente convierte en calor, promoviendo su desorcion del tejido. La
matriz desorbida arrastra consigo los analitos con que co-cristalizé y los ioniza.
Los analitos ionizados y la matriz son entonces conducidos a un espectrémetro de
masas (tipicamente un TOF-MS) por medio de vacio. Ahi, el espectrometro de
masas obtiene datos de carga/masa (m/z) que pueden ser relacionados con
analitos especifico. La bandeja del equipo que sostiene la laminilla con el tejido es
movil, asi permite que el laser haga un barrido sobre todo el tejido recolectando

informacién m/z de cada punto (Figura 4).*

Espectro de masas
de la posicion analizada

/ e

Espectréometro
de masas

Bandeja mévil

Figura 4. Proceso de anédlisis por MALDI-MSI. Se colocan sobre un tejido pequefias gotas
discretas de una solucién de matriz (puntos morados) que al secarse co-cristaliza con los analitos
del tejido. En el equipo, un rayo laser incide sobre el tejido, la matriz absorbe la energia y es
desorbida del tejido. La matriz desorbida arrastra los analitos co-cristalizados y luego los ioniza.
Después, estos son conducidos al espectrometro de masas por medio de vacio, y ahi son
analizados. La laminilla se coloca sobre una bandeja movil de tal suerte que el laser puede hacer
un barrido en todo el tejido, recolectando informaciéon m/z en cada punto donde el laser dispara.



El resultado del analisis por MALDI-MSI es analogo a una fotografia. Cada
resultado es una imagen compuesta por una matriz de puntos analogos a pixeles,
y cada punto representa una zona donde el laser dispard. Cada pixel posee tres
valores, los valores RGB, y en MALDI-MSI cada punto también posee valores,
pero posee una gran cantidad de valores m/z en funcién de la complejidad de la
muestra. Asi, el resultado tipico de MALDI es una imagen monocromatica que
representa la distribucion de una determinada sefal m/z que puede ser adjudicada
a un analito en particular.’* También, dos o méas de estas imagenes se puede

fusionar para mostrar la distribucién de dos o0 mas analitos.

En la Figura 5 se muestran las cinco etapas generales para el andlisis de
una muestra por MALDI-MSI. Las etapas mas laboriosas estan relacionadas con la

preparacion de la muestra.™

m Factores a optimizar

Tratamiento térmico

Obtencion .
del tejido Congelamiento
Fijacién
Tipo de corte

Medio de inclusién

Corte del tejido

Temperatura
Grosor

Temperatura
Secadoy lavado Presién
del tejido Ties

Solvente de lavado

Fotografia macro

Obtencion de

(imagen Sptica Escaneo digital

Microfotografia
Eleccién de la matriz
Pre tratamientos Figura 5. Etapas en la preparacion y analisis de
in situ Elecciondelsolvente ' ;5 myestra por MALDI-MSI. Existen cinco etapas
| Técnicasde aplicacién Para el analisis de una muestra por MALDI-MSI y en
cada una de ellas hay factores que se deben optimizar

?j’:ﬂg.’.,’ff; { Diametrodellaser  en funcion de la muestra y analito.




Obtencion del tejido. Una vez escindido un tejido u o6rgano, debe
estabilizarse con el fin de detener o ralentizar la autodegradacion del mismo. La
forma mas com(n de ralentizar es el congelamiento con nitrégeno liquido.*® Sin
embargo en etapas posteriores el tejido se expone de nuevo a temperatura
ambiente. La fijacion quimica es otro método usual que puede servir para analisis
de proteinas o péptidos, aunque los fijadores quimicos pueden alterar los
metabolitos. Sin embargo, ya hay trabajos publicados en los que se analizan
metabolitos en tejidos fijados con formaldehido.'” Una propuesta novedosa es el
tratamiento térmico del tejido, que se puede llevar a cabo con el equipo de
estabilizacion térmica Denator AB.*® Goodwin et al.*® han reportado el beneficio de
la estabilizacidon térmica aplicada al andlisis de cerebro de raton. En su estudio
muestran como en tan solo 5 min de exposicion de un tejido a temperatura

ambiente, determinadas sefiales m/z se ven drasticamente abatidas.

Corte del tejido. La técnica mas empleada para hacer cortes histologicos

para MALDI-MSI es el corte en criostato.'®?%%!

El compuesto empleado
normalmente en criostato para la inclusion de tejidos (crio-pegamento) no es
compatible con MALDI ya que inhibe la ionizacién.*® Para ello se han propuesto
otros medios de inclusion (MDI’s) compatibles con MALDI-MSI. Entre ellos figuran
formulaciones con caboximetilcelulosa (CMC), gelatina, sacarosa, hielo y

20,22-25 .° analizaron una serie de

agarosa. Particularmente, Nelson et a
formulaciones con estos compuestos puros en agua, y mezclas de estos
compuestos en agua. Ellos encontraron que una formulacion acuosa con 5% de
CMC y 10% de gelatina, presentaba Optimas propiedades fisicas para su uso en
criostato, y que es compatible con MALDI.

Kawamoto® sostuvo que la temperatura de corte ideal es -20 °C, ya que a -15 °C
se forman cristales que dafan el tejido y a temperaturas menores a -20 °C la
muestra se endurece mucho.

El grosor ideal del corte es entre 10 y 20 um, ya que un corte de mayor grosor
tarda mas en secar y puede impedir la conduccion eléctrica en el equipo, un
requisito para el anélisis por MALDI-MSI.*® Ademas, cortes gruesos poseen varias

capas celulares, lo cual hace dificil la observacion el microscopio.



Los cortes realizados a una hoja pueden ser transversal (perpendicular a la vena
principal), longitudinal (paralelo a la vena principal) o paradermal (paralelo a la
superficie de la hoja. En funcion de la informacioén que se busque y las nervaduras

de la hoja, puede resultar util uno u otro tipo de corte.

Secado y lavado del tejido. Después de obtener el corte se deben de
eliminar detritus celulares, sales y lipidos del corte. Las sales pueden formar
aductos con proteinas, haciendo complejos sus espectros de masas. Por su lado,
los lipidos pueden inhibir la ionizacion. Los lavados se hace usualmente con etanol
al 70% seguido de etanol al 90%, aunque hay autores que ha reportado mejores

resultados con isopropoanol.?’

Antes y después del lavado, hay que secar el corte.
Hay dos formas reportadas de secar el tejido, con vacio o en frio.*>?® Debido al
alto contenido de agua, la preparacion de tejidos vegetales es mas desafiante que

tejidos animales, y un secado cuidadoso es de particular importancia. %*

Obtencidon de la imagen o6ptica. Una vez seco el corte, se debe obtener
una fotografia del mismo para poder correlacionarla con la imagen obtenida en
MALDI, y asi determinar la ubicacion espacial de analitos. Se han reportado tres
métodos para este fin: la fotografia macro, el escaneo digita y la microfotografia.**
3! La fotografia macro ofrece un acercamiento cuando se analizan areas grandes
de tejido, y la localizacién diferencial es a esta escala. El escaneo digital es muy
uatil al proveer una imagen de un area grande de tejido con gran resolucion, pero
requiere de un escaner especial. La fotomicrografia es la que ofrece mayor poder
de amplificacion y técnicas de contraste Optico como contraste de fases o
Contraste por Diferencia Interferencial (DIC pos sus siglas en inglés).
Normalmente resulta mas util la fotomicrografia, aunque para abarcar areas

grandes de tejido se tiene que recurrir a la captura y fusion de varias de ellas.

Pretratamientos in situ y diametro del laser. Antes de poder analizar el
tejido se tienen que hacer dos procesos, una digestibn si se van a analizar
proteinas, y la aplicacion de la matriz. Ambos procesos se llevan a cabo mediante

la aplicacién de una solucién sobre el tejido. Debido a que la solucion aplicada
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puede disolver analitos en el tejido, no se puede aplicar una capa continua sobre
el tejido. Esto llevaria a la migracion por difusion de analitos sobre el tejido
hiamedo, perdiendo su ubicacién espacial original (deslocalizacién de analitos). Es
por ello que tanto la solucidon de enzima y matriz se deben de aplicar en forma de
pequefias gotas discretas.’® Para lograr esto se han empleado diferentes
tecnologias como deposicion manual de gotas, aerégrafos, impresoras quimicas,
electrospray, sublimacion, el equipo ImagePrep de Bruker©, impresoras de
inyeccién de tinta (inkjet) de escritorio, entre otros.** ImagePrep es un equipo de
Bruker© especialmente diseflado para esta tarea, sin embargo es costoso y
consume una cantidad importante de solucién (10 mL). Baluya et al.*® reportaron
el uso de una impresora inkjet de la compafia EPSON® para aplicar matriz a
cortes de cerebro de rata. Compararon este método con electrospray y aerografo

resultando superior el resultado con la impresora.

Esta etapa es crucial ya que determina la resolucién del analisis. En la
Figura 6 se muestra una representacion grafica de la relacion que hay entre el
diametro del laser, de las gotas de matriz y la resolucién final del andlisis. Las
impresoras candidatas para ser usadas de esta manera deben tener bandeja para
imprimir CD/DVD, ya que en ella se puede colocar una laminilla. Una de ellas es la
EPSON T50, y en la Figura 6 se ha representado también la distribucion teérica de
solucion que puede ofrecer. El laser asignara la ubicacion final de analitos. Se
puede observar en la Figura 6 que algunos disparos del laser analizarian hasta
cuatro gotas, asignando a esa area analitos representativos de cuatro puntos
separados. Si las gotas fueran mas grandes, el laser podria analizar dos veces la
misma gota y asignar la misma composicion para dos areas que quiza tenian

distintos analitos.
Es por ello que hay que tener cierto control en la forma en que se aplica las

soluciones al tejido. Quiza no se pueda tener un control exacto, pero deberia

afinarse lo mas posible.
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Arreglo de puntos, laser y células

Impresora: EPSON T50 Puntos de matriz MALDI: @ 1mm’: «
Modo de impresion : Texto (T)

Resolucion: 720 X 720 PPI, 28.3 X28.3 PPM .

Tamaio de gota: 3pL Laser MALDI-MSI: .

Diametro de gota: 17.9 um

Espacio interpunto: 17.4 pm Célula vegetal: =

Diametro de laser MALDI-MSI: 50 pm H-
Tamafio de célula vegetal: 30 um

Figura 6. Representacion grafica de la relacion del pretratamiento in situ y el diametro del
laser con laresolucion del andlisis. La matriz o enzima se aplica al tejido en forma de pequefias
y discretas gotas (azul). Después el laser hara disparos que en funcién de su didmetro abarcara
una 0 mas zonas cubiertas por matriz, o espacios vacios. Se ha ejemplificado a escala la
distribucién tedrica que ofrece la impresora EPSON T50 sobre un corte transversal de hoja de
trigo.

Se ha propuesto el tamafio del cristal formado por la matriz sobre el tejido
como el factor limitante de la resolucién.?***® Esta propuesta tiene sentido por el
hecho de que un cristal grande puede ser analizado dos 0 mas veces por un laser
pequefio. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, ningin autor ha considerado
el diametro de gota como verdadera area de muestreo de analitos.
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Modelo de estudio para IS-RT-PCR y MALDI-MSI

Para estudiar y estandarizar los métodos de analisis IS-RT-PCR y MALDI-MSI, se
empleard como modelo plantas con diferentes tipos de fotosintesis. Para ello se
utilizara trigo (Triticum aestivum) como modelo Cz y amaranto (Amaranthus

hypochondriacus) como modelo de planta C,.

En una planta C; el tejido fotosintético de la hoja estd compuesto por un
Unico tipo celular denominado células de mesdfilo, como el caso del trigo. En una
planta C,4 las hojas poseen ademas otro tipo celular que esta intimamente unido a
los haces vasculares, la células de la vaina del haz, como el caso del amaranto.
Estas diferencias tisulares generan en una hoja C, la denominada anatomia de

Kranz (Figura 7), la cual esta ausente en hojas C3.>**°

EpidET['niS E f ;f"")".:"_f -:;:f..'.-‘—'."
superior A D Sy it Epidermis
T G S / superior

Mesofilo en
empalizada

oTo-s1o STl sl ploHL 1Y S Messfilo
Wl Yy (1M 4

\ / | t

ol 0 p/o \ s i

4 Haces 2 e N2y 1 Haces
/4 ]—vasculares " ‘-_.,t,g,\.‘ ) O}f : vasculares
. R
Vainadel WS\ /o) A~ vaina de
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i 4"‘ ‘l' 1‘ v ? haz
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/ S\
Lo Ny
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I!\\ VAN R (72 . .
Epidermis ( o ol . Epidermis
- inferior p(V-a V' /o~ inferior
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Figura 7. Representacion grafica de un corte transversal de una hoja Csy C,. En una hoja C;
(A) solo las células de mesofilo poseen cloroplastos y no estan unidas fuertemente al haz vascular.
En una hoja C, (B) las células del mesofilo y de la vaina del haz poseen cloroplastos. Ademas, las
células de la vaina del haz estan unidas herméticamente al haz vascular “en forma de dona”,
dando lugar a la anatomia de kranz. Modificado de referencia 40.
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En las plantas C; la fotosintesis y fijacion de carbono se da en las células
de mesofilo, mientras que en las hojas C, el proceso de fijacion de carbono esté
dividido entre las células del mesdfilo y las de vaina del haz.**** En la Figura 8 se
muestra la division del ciclo bioquimico de la fijacion de carbono que ocurre en una
hoja C,4 respecto a una hoja Cs. Este ciclo genera un ambiente rico en CO; y pobre
en oxigeno en las células de la vaina del haz donde se expresa selectivamente la
ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCO). Esta enzima también es
capaz de fijar O, generando fosfoglicolato, cuya ruta de recuperacion es costosa
energéticamente para la planta. Por ello, las plantas C, han generado este
microambiente en las células de la vaina del haz, para hacer mas eficiente la

actividad de la enzima encargada de la fijacién del CO, RuBisCO.*

Asi, en plantas C, como el amaranto se puede encontrar diferencialmente
expresada RuBisCO entre las células de mesdfilo y vaina del haz, que son

también morfolégicamente distintas (Figura 7).

La RuBisCO (EC 4.1.1.39) es una enzima heteromera compuesta por ocho
subunidades grandes codificadas por el gen de cloroplasto RbcL, y ocho
subunidades pequefias codificadas por el gen nuclear RbcS. Cada subunidad

grande posee un sitio catalitico.**

La diferencia morfolégica entre células de la vaina del haz y células de
mesofilo, asi como la expresién/acumulacién diferencial de RbcL en estas células,
puede ser aprovechada para la estandarizacion de protocolos de analisis por IS-
RT-PCR y MALDI-MSI.
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Figura 8. Metabolismo C;y C4 para la fijacion de carbono. A) En una hoja C; el CO, y O, del
aire que entra por los estomas penetra en las células del mesdfilo. Aqui RuBisCO toma el CO,
para generar 3-fosfoglicerato y continuar con el ciclo de Calvin; o toma O, para generar 2-
fosfoglicolato y ser enviado a una costosa ruta metabdlica de recuperacion de la ribulosa 1,5-
bifosfato. B) En una hoja C,4, en el mesofilo el didxido de carbono es convertido a bicarbonato por
la enzima anhidrasa carbonica. Después, el bicarbonato reacciona con fosfoenolpiruvato para
generar oxalacetato por medio de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa. Después, el oxalacetato
es convertido a malato por la malato deshidrogenasa. Entonces el malato viaja selectivamente a
las células de la vaina del haz por medio de plasmodesmos, y es descarboxilado por la enzima
malica para generar piruvato y CO,. El CO, es fijado por RuBisCO a 3-fosfoglicerto que contintia
con el ciclo de Calvin. El piruvato regresa a la célula de mesdfilo y por medio de la piruvato fosfato
dikinasa se regenera el fosfoenolpiruvato. Modificado de referencia 41.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 1S-RT-PCR

2.1.1 IS-RT-PCR en corte paradermal de hoja

Se cortaron fragmentos rectangulares de aproximadamente 4 x 5 mm a partir de
una hoja fresca de A. hypochondriacus, y se analiz6 uno de ellos segun el

protocolo descrito por Athman et al.' con algunas variaciones.

Primers: Se disefiaron y mandaron a sintetizar primers especificos para el
gen de la subunidad grande de RuBisCO (RbcL) de Amaranthus hypochondriacus
y para el gen de actina de la misma planta. Se ajusté la temperatura de
alineamiento a 55 °C y un tamafio de amplicon de 196 pb y 183 pb, lo cual se
confirmé por medio de PCR punto final. En la Tabla 1 se muestran las secuencias

de los primers.

Tabla 1. Primers utilizados en IS-RT-PCR

Clave de Tamafo de

Gen acceso (NCBI) Primer Secuencia (5" - 3") amplicén (pb)
Forward ACCTGGTGTTCTTCCTGTTG
Rbcl  X51964.1 196
Reverse GTCACGTCCCTCATTACGAG
_ Forward ATGTTCCCAGGCATTGCTGACC
Actin e Reverse ~ GGATTCATCGTATTCACCCTTGGAG 183

Fijacién: Cinco fragmentos de hojas de 4 X 5 mm mencionadas fueron
fijados en tubos para micro centrifuga de 2 mL, con 1.8 mL de fijador fresco FAA
(formaldehido 2%, acido acético 5% y etanol 63%) durante 3 h en hielo. Al inicio y
cada h se coloco fijador fresco y se permed durante 5 min con un vacié de 500
mmHg (en adelante cuando se refiera a vacio sera esta magnitud de vacio). Al
término, se lavaron los fragmentos tres veces durante 10 min con buffer de lavado
1 fresco (acido acético 5% y etanol 63%), permeando al vacio 90 s cada vez.
Después, se lavaron tres veces durante 3 min con buffer PBS (Na,HPO, 10 mM y

NaCl 130 mM pH 7.5), permeando 90 s cada vez.
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Corte histolégico: Se montaron los fragmentos en soportes para criostato,
y se hicieron cortes paradermales de 20 um hasta obtener una monocapa celular
continua. Dos cortes paradermales se colocaron en sendos laminillas silanizadas,
y se les adicion6 50.2 uL de agua y 2.5 uL de RNAse OUT™ (Thermo Fisher
Rockford, IL, USA) a cada una. A continuacién se colocé una camara para
incubacion en laminilla “Frame-Seal™ in situ PCR and Hybridization Slide
Chambers” (Bio-Rad Hercules, CA, USA.) a cada corte.

Digestion del DNA: A cada laminilla se adicion6 7 uL de Buffer 10X y 2.5
uL de DNAsa del kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega Madison, WI, USA), se
mezclo y se incubaron a 37°C durante 45 min (T100™ Thermal Cycler Bio-Rad),
después, se afiadié 7.8 uL de la solucién RQ1 DNAse stop (Promega) y se incubd
a 65°C por 10 min. Se removié por completo la solucién y se lavé dos veces
durante 1min con agua tratada con pirocarbonato de dietilo (agua DEPC en
adelante), por dltimo con una micropipeta de 10 uL se elimind tanta agua como se

pudo.

Retrotranscripcion: Se afiadio a cada laminilla la mezcla de 42.4 uL de
agua DEPC, 7.0 uL de dNTP’s y 1.75 uL del primer reverso, se mezcld y se incubd
a 65 °C por 5 min y después a 4 °C durante 1min. Después, se afiadio la mezcla
de 14.0 uL de Buffer 5X First-Strand, 3.5 uL de DTT 0.1 M, 0.7 pL de RNAse OUT
y 0.7 pL de transcriptasa reversa SuperScript™ Il (Thermo Fisher). En una de las
laminillas, se remplazé la transcriptasa reversa por agua DEPC como control (-).
Se incubd a 50 °C durante 1 h, después a 85 °C durante 5 min, y finalmente a
4 °C. Se retird la mezcla de reaccion y se lavé dos veces con agua DEPC por
1min. El control negativo se perdi6 al pegarse en el adhesivo de la camara
“Frame-Seal™ in situ PCR and Hybridization Slide Chambers”, la muestra positiva
se transfirid a un tubo para microcentrifuga de 0.2 mL y se continud el protocolo en

él.
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PCR: Se adiciono al tubo la mezcla de 16.65 pL de agua DEPC, 2.5 L de
mezcla de primers para RbcL 5 mM c/u, 0.5 pL de dNTP’s 10 mM, 5 uL de buffer
5X Phusion HF, 0.25 pL de polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher) y 0.1
pL de DIG-11-dUTP 1 mM (Hoffmann-La Roche Ltd., Mannheim, Alemania) y se
mezcld. Se coloc6 en termociclador y se utilizd el siguiente programa:
desnaturalizacién inicial 98 °C por 30 s, desnaturalizacion 98 °C por 10 s,
alineamiento 55 °C por 25 s, elongacién 72 °C por 10 s, elongacion final 72 °C 10
min, por ultimo la reaccion se llevd a 10 °C. Se realizaron 30 ciclos de
amplificacion. Al finalizar se elimin6 la mezcla de reaccion y se lavo dos veces con
buffer PBS por 5 min.

Inmunodeteccién de amplicones: Se eliminé tanto buffer PBS como fue
posible, y se afiadieron 100 pL de solucion de bloqueo (BSA 1% m/v en PBS) y la
mezcla se incub6 por 30 min en hielo. Después, se elimino la solucién de bloqueo
y se afiadieron 50 uL de Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (Hoffmann-La Roche)
1.75X10° U/uL, y se incubd por una hora a temperatura ambiente. Después, se
elimind la solucion y se lavé dos veces durante 15 min con buffer de lavado 2
(Tris-Cl 200 mM y NaCl 150 mM pH 9.5).

Revelado: Se eliminé el buffer de lavado 2, y se adicion6 una mezcla fresca
y de 1.65 pL de BCIP (sal de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, 4-toluidina) 50
mg/mL, 5.5 uL de NBT (cloruro de nitro-azul de tetrazolio) 30 mg/mL y 500 uL de
buffer para fosfatasa alcalina (Tris-Cl 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 10 mM pH
9.5). Se guardd en la oscuridad a temperatura ambiente 10 min, y luego se
monitoreo a simple vista y en microscopio hasta el desarrollo de una coloracion
morada. Una vez desarrollado el color, se elimind la solucién, se lavo tres veces
con buffer de lavado 2 por 5 min, y una vez con agua DEPC. Se transfirié el corte
a una laminilla, se elimin6 el agua, se le adicion6é 10 uL de glicerol al 40%, se
cubrié con un cubreobjetos, y se selld6 con esmalte para uiflas comercial. Por

ultimo, se obtuvieron fotomicrografias del corte (Axio imager M2 Carl-Zeiss,
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Oberkochen, Alemania) con la técnica de Contraste por Interferencia Diferencial

(DIC por sus siglas en Inglés).

2.1.2 IS-RT-PCR en fragmento de hoja

Se cortaron fragmentos rectangulares de aproximadamente 4 x 5 mm a partir de
una hoja fresca de A. hypochondriacus, se fijaron como se describio en el numeral

2.1.1y se procedio a la digestion del DNA.

Digestion de DNA: Se colocaron dos fragmentos de hoja en un tubo para
microcentrifuga de 0.2 mL, y se les se adiciond la solucion de 50.2 pyL de agua,
2.5 uL de RNAse OUT™ (Thermo Fisher), 7 uL de Buffer 10X y 2.5 uL de DNAsa
del kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega), se mezclo, se permed dos veces al
vacio durante 5" y se incubaron a 37°C durante 45" (T100™ Thermal Cycler Bio-
Rad), después, se afadié 7.8 uL de la solucion RQ1 DNAse stop (Promega), se
mezcld, se permed al vacio dos veces por 5 min y se incub6 a 65 °C por 10 min.
Se removidé por completo la solucién y se lavé dos veces permeando al vacio
durante 5 min con agua DEPC, por ultimo con una micropipeta de 10 uL se elimino

tanta agua como se pudo.

Retrotranscripcion: Se separaron los fragmentos de hoja en tubos
distintos y a cada uno se le afiadio la mezcla de 25 uL de agua DEPC, 5.0 uL de
dNTP sy 2.5 uL del primer reverso, se mezclo, se perme6 al vacio durante 5 min'y
se incubd a 65 °C por 5 min y después a 4 °C durante 1 min. Después, se afiadié
la mezcla de 10 pL de Buffer 5X First-Strand, 2.5 uL de DTT 0.1 M, 2.5 uL de
RNAse OUT y 2.5 uL de transcriptasa reversa SuperScript™ Il (Thermo Fisher).
En uno de los tubos, se remplazé la transcriptasa reversa por agua DEPC como
control (-). Se mezcld, se permed dos veces al vacio durante 5 min y se incubo a
50 °C durante 1 h, después a 85 °C durante 5 min, y finalmente a 4 °C. Se retir0 la
mezcla de reaccién y se lavé dos veces con agua DEPC permeando al vacio

durante 5 min.
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PCR: Se adicion6 a cada tubo 50 uL de la mezcla de 66.6 puL de agua
DEPC, 10 yL de mezcla de primers para RbcL 5 mM cada uno, 2 yL de dNTP’s 10
mM, 20 uL de buffer 5X Phusion HF, 1 pL de polimerasa Phusion High-Fidelity
(Thermo Fisher) y 0.4 pL de DIG-11-dUTP 1 mM (Hoffmann-La Roche), se mezclé
y se permed dos veces al vacio durante 5 min. Se coloc6 en termociclador y se
utilizé el siguiente programa: desnaturalizacion inicial 98 °C por 30 s,
desnaturalizacion 98 °C por 10 s, alineamiento 55 °C por 25 s, elongacion 72 °C
por 10 s, elongacion final 72 °C por 7 min, por ultimo la reaccion se llevo a 10 °C.
Se realizaron 30 ciclos de amplificacién. Al finalizar se reservé cada mezcla de
reaccion en tubos separados y se hicieron tres lavados ambas muestras. En el
primero, se adicionaron 100 uL de buffer PBS, se agité suavemente con vortex, se
dejé reposar 5 min y se reservd la solucién de lavado. El segundo lavado fue
idéntico al primero. En el tercer lavado, se adicionaron 100 uL de buffer PBS, se
permeo al vacio dos veces durante 5 min y se reservo la solucion de lavado. Las
mezclas de reaccion de PCR y las soluciones de los tres lavados se analizaron por

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Inmunodeteccion de amplicones: En cada tubo, se elimind tanto buffer
PBS como se pudo y se afadieron 150 uL de solucién de bloqueo (BSA 1% m/v
en PBS), se perme¢ al vacio dos veces durante 5 min y se incubo por 30 min en
hielo. Después, se elimind la solucion de bloqueo y se afiadieron 100 uL de Anti-
Digoxigenin-AP Fab fragments (Hoffmann-La Roche) 1.75X107 U/uL, se perme6 al
vacio dos veces durante 5 min y se incub6 por una hora a temperatura ambiente.
Después, se elimind la solucién y se lavo dos veces durante 15 min con 200 uL de
buffer de lavado 2 (Tris-Cl 100 mM y NaCl 150 mM pH 9.5), permeando al vacio

durante 5 min en cada lavado.

Revelado: Se eliminé el buffer de lavado 2, y se adicion6 una mezcla fresca
y de 1.65 uL de BCIP 50 mg/mL, 5.5 uL de NBT 30 mg/mL y 500 uL de buffer
para fosfatasa alcalina (Tris-Cl 200 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 10 mM pH 9.5). Se

permed al vacio durante 5 min y se guardd en la oscuridad a temperatura
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ambiente 10 min, y luego se monitoreo a simple vista y en microscopio hasta el
desarrollo de una coloracion morada. Una vez desarrollado el color, se eliminé la
solucion, se lavo tres veces con buffer de lavado 2 permeando al vacio por 5 min,
y una vez con agua DEPC. Se transfiri6 cada fragmento a una laminilla, y se

obtuvieron fotomicrografias (Axio imager M2 Carl-Zeiss) con la técnica DIC.

2.1.3 IS-RT-PCR en fragmento permeabilizado de hoja

Se cortaron fragmentos rectangulares de aproximadamente 4 x 5 mm a partir de
una hoja fresca de A. hypochondriacus, se fijaron y permeabilizaron segun el

protocolo de Pasternak et al.*

Fijacibn y permeabilizacion: Dos fragmentos de las medidas
mencionadas se colocaron en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL y se les
adicioné 1 mL de metanol puro (MeOH), se permed al vacio durante 3 min y luego
se incub6 a 37 °C por 20 min con agitacion a 700 rpm. (Thermomixer compact,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se eliminé el MeOH, se agregaron 0.8 mL de
MeOH nuevo, se permeo al vacio durante 3 min y luego se incubé a 60 °C por 3
min con agitacion a 700 rpm. Después, se transfirieron los fragmentos con el
etanol a un tubo de ensayo, y se adicioné lentamente 3.2 mL de agua de alta
pureza tipo | segun la ASTM D1193 (agua tipo | en adelante). Se lavaron con agua
dos veces permeando al vacio por 5 min y se afiadieron 60 uL de agua tipo | y 60
uL de una solucién de macerozyma 0.15% (Karlan, Cottonwood, AZ, USA),
driselasa 0.2% (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y MES 2 mM (Sigma
Aldrich). Se mezclo, se permeo al vacio durante 5 min y se incub6 a 37 °C durante
40 min con una agitacién de 600 rpm. Al término de la incubacién, se eliminé la
mezcla de reaccion y se lavo con buffer MTSB (Microtubule-stabilization buffer,
PIPES 50 mM, EGTA 5 mM, MgSO, 5mM pH 7.0). Después, se eliminé el buffer
MTSB y se adicionaron 100 uL de buffer de permeabilizacion (Triton X-100 3%,
DMSO 10% en MTSB), se mezclo, se perme0 al vacio durante 5 min y se incubo a

37 °C durante 20 min con agitacién de 500 rpm. Por ultimo, se eliminé el buffer de
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permeabilizacion y se lavo cuatro veces con 300 uL de MTSB permeando al vacio

durante 1 min entre cada lavado.

Después de este tratamiento, los fragmentos se analizaron por IS-RT-PCR como
se describe en el numeral 2.1.2 a partir de la digestion de DNA, analizando los

genes RbcL y de actina.

2.1.4 Optimizacién de la permeabilizacion de fragmento de hoja

Con una perforadora de papel de un orificio (MAE) se cortaron cinco fragmentos
circulares de aproximadamente 3 mm de diametro a partir de una hoja fresca de A.
hypochondriacus. Un fragmento se conservd sin ningun tratamiento, otro se tifio
con safranina para tincion de Gram (hycel) y tres se fijaron con MeOH segun el

1
|10

protocolo de Pasternak et al.”™ De los tres que se fijaron, uno se conservo sin teiir,

otro se tifio con safranina y otro con tinta china azul (Pelikan).

Fijaciéon: Los fragmentos de las medidas mencionadas se colocaron en un
tubo para microcentrifuga de 1.5 mL y se les adicion6 1 mL de metanol puro
(MeOH), se perme¢ al vacio durante 3 min y luego se incub6 a 37 °C por 20 min

con agitacion a 700 rpm.

Tincion: La tinta china azul se diluyd 1:10 en agua tipo |, y la safranina se
us6 al 0.5% en agua (Hycel Zapopan, Jalisco, México). El fragmento a tefiir se
colocé en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL, se le agreg6 500 uL del
colorante respectivo y se permed a vacio por 5 min. Después, se elimin6 el

colorante y se enjuago el fragmento con agua tipo | en agitacion, dos veces.

Por ultimo se tomaron fotomicrografias de campo claro de los fragmentos

(Discovery.V8 Carl Zeiss).
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2.2 MALDI-MSI

2.2.1 Estabilizacién de hojas

Obtencidn de extractos proteinicos de hojas:

Se pesé 1 g de hojas frescas de amaranto (A. hypochondriacus), maiz (Zea
mays), papaya (Carica papaya) y trigo (Triticum aestivum). Cada muestra se molio
en mortero con 5 mL de solucién de extraccién (Tween 20 0.1%, glicerol 10% en
PBS). Después se centrifugd a 17 000 g por 15 min a 4 °C, y se midio el contenido
de proteina del sobrenadante con el método de Bradford (Bio-Rad Hercules, CA,
USA).

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio en
condiciones reductoras (R-SDS-PAGE):

Se prepar6 en un tubo para centrifuga la mezcla del gel separador como se indica
en la Tabla 2. Se agit6 y se vertié entre dos vidrios colocados en su bastidor, con
espacio de 1.5 mm entre ellos. Una vez vertida la totalidad de la mezcla, se
agrego etanol al 70% con ayuda de un atomizador. Se dejo reposar entre 10 a 15
min hasta la solidificacion de la mezcla, y posteriormente se eliminé el etanol.
Después, en otro tubo se preparé la mezcla del gel concentrador y se agit6. Con
cuidado, se agreg6 la mezcla entre los vidrios sobre el gel separador y se coloco
un peine de 1.5 mm de grosor con 15 dientes. Se dej6 reposar 10 a 15 min hasta

solidificacion completa.
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Tabla 2. Composicion del gel para R-SDS-PAGE

Compuesto Cantidad (uL)
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 334
Tris HCI pH 6.8 625
SDS 10% 25
Persulfato de amonio (PSA) 10% 25
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 2.5
Agua tipo | 1489
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 3600
Tris HCI pH 8.8 2000
SDS 10% 80
Persulfato de amonio (PSA) 10% 80
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 8
Agua tipo | 2232

Se analizaron por medio de electroforesis en condiciones reductoras y
desnaturalizantes 30 pg de proteina proveniente de los extractos de hojas y 5 ug

de las enzimas pancreatina y amilasa.

Zimograma de proteasas:

Se prepar6é un gel de poliacrilamida como se indicé en R-SDS-PAGE, con las
mezclas indicadas en la Tabla 3. Después, se analizaron por medio de
electroforesis en condiciones reductoras y desnaturalizantes 30 ug de proteina
proveniente de los extractos de hojas y 5 ug de las enzimas pancreatina y amilasa

como control de actividad enzimatica.

Zimograma de amilasas:

Se preparo un gel de poliacrilamida como se indicé en R-SDS-PAGE, con las
mezclas indicadas en la Tabla 4. Después, se analizaron por medio de
electroforesis en condiciones reductoras y desnaturalizantes 30 ug de proteina
proveniente de los extractos de hojas y 5 ug de las enzimas pancreatina y amilasa

como control de actividad enzimatica.
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Tabla 3. Composicion del gel para zimograma de

proteasas
Compuesto Cantidad (uL)
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 334
Tris HCI pH 6.8 625
SDS 10% 25
Persulfato de amonio (PSA) 10% 25
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 25
BSA 5% 50
Agua tipo | 1439
Gel separador

Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 3600
Tris HCI pH 8.8 2000
SDS 10% 80
Persulfato de amonio (PSA) 10% 80
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 8
BSA 5% 160
Agua tipo | 2072

Tabla 4. Composicion del gel para zimograma de

amilasas
Compuesto Cantidad (uL)
Gel concentrador

Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 312.5
Tris HCI pH 6.8 625
SDS 10% 25
Persulfato de amonio (PSA) 10% 25
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 25
Almidon 0.091 % 390
Agua tipo | 1120
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 3600
Tris HCI pH 8.8 2000
SDS 10% 80
Persulfato de amonio (PSA) 10% 80
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 8
Almidén 0.091 % 1250
Glicerol 50% 982
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Después de la electroforesis, los geles para los zimogramas se incubaron a
25 °C en buffer de renaturalizacion (Tris 50 mM, CaCl2 5 mM, MgCI2 5mM vy triton
X-100 2.5 %). El gel con BSA se incubé 20 min y el gel con almidon por 2 h.
Enseguida, el gel con BSA se incubo en buffer de desarrollo (Tris 50 mM, CaCl2 5
mM, MgCI2 5mM vy triton X-100 1 %; pH 7.5) por 24 h a 37 °C. Después de las
incubaciones, se enjuagaron los geles con agua tipo I, y el gel de almidon se tifié
con lugol hasta coloracion azul. El gel con BSA se tiiid con azul de coomassie
hasta coloracion azul. Después, el gel con almidén se decolor6 10 min en agua

tipo 1y el gel con BSA en metanol 20% acido acético 5% durante 3 h.

2.2.2 Corte histologico de hojas

Preparacion de Medios de inclusiéon (MDI's): Se prepararon cinco medios de
inclusion: Gelatina al 2% y 10%, carboximetilcelulosa (CMC) 2 y 4%, y gelatina
10% CMC 5%. Gelatina 2 y 10%. Se pesaron 1y 5 g de gelatina tipo B de piel de
bovino (Sigma Aldrich) y se adicion6 a cada uno 50 mL de sacarosa 9.25% en
sendos tubos para centrifuga de 50 mL. Se calentaron en horno de microondas en
intervalos de 10 s seguido de mezcla con espatula, hasta disolucion completa.
CMC 2y 4%. Se pesaron 1y 2 g de CMC (Farmacia y drogueria La Piedad) y se
adicién a cada uno 10 mL de solucion de sacarosa al 9.25%. Con una espatula se
homogeniz6 hasta humectacion total de la CMC, y luego se adiciond a cada tubo
40 mL sacarosa 9.25%. Se calentaron en horno de microondas en intervalos de 10
s seguido de mezcla con espéatula, hasta disolucién completa. Gelatina 10% CMC
5%. Se pesaron 5 g de gelatinay 2.5 g de CMC y se colocaron en un tubo para
centrifuga de 50 mL. Se adicionaron 10 mL de solucion de sacarosa al 9.25%, y
con una espatula se homogeniz6 hasta humectacién total. Se adicionaron 40 mL
de solucién de sacarosa al 9.25% y se calent6 en horno de microondas en

intervalos de 10 s seguido de mezcla con espéatula, hasta disolucién completa.

Ensayos de desempefio en criostato: Se cortaron cinco fragmentos de
hoja fresca de A. hypochondriacus de aproximadamente 3 x 6 mm. En soportes

separados, se incluyeron los fragmentos con cada MDI preparado, manteniendo la
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vena principal perpendicular a la base del soporte. Se enfriaron a -20 °C en
criostato (SLEE Medical No. 10150000) durante 1 h. Posteriormente, se hicieron
cortes de 20 y 50 um evaluando en cada uno de ellos los siguientes cinco
parametros:

Eficiencia de corte: Describe la facilidad de corte del MDI a -20 °C. Esta
propiedad se midié haciendo un corte manual, desactivando el motor de corte y
usando la manivela del criostato. Se describid la sensacion de resistencia del MDI
al corte como como flexible, suave, semiduro y duro, y se les asigno el valor de 4,
3, 2 y 1 respectivamente. El valor mas deseable es el 4 que representa un corte
flexible, como si se tratase de helado, y el mas indeseable es 1, como si se tratase
de hielo.

Integridad estructural: Capacidad de sujetar el corte sin que se
desintegre. Esta propiedad se midié tomando el corte con pinzas frias a -20 °C por
una de sus orillas, y se observd en qué grado el corte se desintegraba. Se
describié el grado de fragmentacion del corte como la escala gradual: estable,
integridad parcial, sin integridad y desintegrado, y se les asigno el valor de 4, 3, 2
y 1 respectivamente. El valor mas deseable es el 4, que representa un corte que
se puede tomar de la orilla sin que se rompa, como si se tratase de un disco hecho
de papel. EI mas indeseable es 1, como si se tratase de un disco hecho de
aguanieve.

Continuidad: Grado en que el area del corte permanece ininterrumpida.
Esta propiedad se midié observando la totalidad del area del corte, observando si
hay poros o fisuras. Se evalu6 visualmente si el 100, 95, 90 o 85% del area era
continua y se les asigno el valor de 4, 3, 2 y 1 respectivamente. El valor méas
deseable es 4, siendo un corte que no posee orificios y es poco poroso, y el
menos es 1, siendo un corte muy poroso y con orificios.

Maleabilidad: Capacidad del corte a deformarse sin llegar a romperse. Esta
propiedad se midié tomando el corte con dos pinzas enfriadas a -20 °C y doblando
el corte por el centro hasta que sus medias caras casi hagan contacto. Luego se
dobld por el contrario el corte, y se repitid esta accion cinco veces. Se evalud en
una escala del 4 al 1 en funcion de la resistencia. El valor mas deseable fue 4 y se

representa un corte que puede regresar a su estado plano sin dafio aparente, y 1
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(el menos deseable) representa un corte que al doblarlo se haya roto en tres o
mas pedazos.

Torsion: Capacidad del corte de permanecer plano. Esta propiedad se
midié obteniendo un corte, retirando la placa antienrollamiento y dejando expuesto
el corte durante dos minutos sobre el portacuchilla. Después de este tiempo, se
observo el grado en que el corte se enroll6 sobre si mismo. Se evalué en una
escala del 4 al 1, donde 4 es el valor mas deseable y representa un corte que
permanecio plano (como se obtuvo). El valor menos deseable fue 1 y representa

un corte que se haya enrollado sobre si mismo por completo.

2.2.3 Secado del corte

Andlisis del deterioro del corte por secado: Se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 3 X 6 mm de hoja fresca de trigo (Triticum aestivum) y se
incluy6 en agarosa 5% en agua tipo |. Se enfrié en criostato a -20 °C durante 1 h.
Se obtuvo un corte de 50 um y se transfirio a una laminilla fria (-20 °C)
presionando el mismo contra el corte. Se transfiridé rapidamente al microscopio, se
enfocd con el objetivo 5X y se tomd una fotomicrografia (tiempo 0 s). Se tomaron
fotomicrografias 15, 30, 45y 80 s después, mientras la laminilla permanecia en el

microscopio con la luz incidente de la lampara.

Analisis del efecto del solvente usado para el MDI: Se pesaron dos
veces 2.5 g de agarosa y se disolvieron en sendos volumenes de 50 mL PBS 1Xy
sacarosa 9.25%, calentando en horno de microondas. Se obtuvieron fragmentos
de aproximadamente 3 X 6 mm de hoja fresca de trigo (Triticum aestivum) y se
incluyeron en cada uno de estos MDI. Se enfriaron en criostato a -20 °C durante
una hora. Se obtuvieron cortes de 50 um y se transfirieron a una laminilla fria (-
20 °C) presionando el mismo contra el corte. Se dejaron secando a -20 °C durante
toda la noche, al dia siguiente se observaron al microscopio y se tomaron

fotomicrografias.
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Andlisis del efecto del método de secado: Se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 3 X 6 mm de hoja fresca de trigo (Triticum aestivum) y se
incluyeron en solucién de CMC 4% en sacarosa 9.25%. Se enfriaron en criostato a
-20 °C durante 1 h. Se obtuvieron dos cortes de 15 um y se transfirieron a sendos
laminillas frias (-20 °C) presionando el mismo contra el corte. Uno de ellos se
guardé a -20 °C a presion atmosférica y el segundo a temperatura ambiente en un
desecador con un vaciéo de 500 mmHg. Se dejaron secar toda la noche y al dia

siguiente se observaron al microscopio y se obtuvieron fotomicrografias.

Analisis del efecto del grosor del corte tras el secado: Se obtuvieron
fragmentos de aproximadamente 3 X 6 mm de hoja fresca de trigo (Triticum
aestivum) y se incluyeron en gelatina 10% CMC 2% en sacarosa 9.25%. Se
enfriaron en criostato a -20 °C durante 1 h. Se obtuvieron dos cortes, uno de 15
um y uno 50 um, y se transfirieron a sendos laminillas frias (-20 °C) presionando el
mismo contra el corte. Se secaron a temperatura ambiente en un desecador con
un vacio de 500 mmHg durante toda la noche. Al dia siguiente se observaron al

microscopio y tomaron fotomicrografias.

2.2.4 Pre tratamientos in situ

Analisis de la distribucion de gotas de tinta de la impresora EPSON T50: Se
hizo un orificio rectangular de 25 X 75 mm a un CD. Se coloc6 una laminilla de las
preparadas en el numeral anterior con cortes de trigo (analisis del efecto del
grosor del corte tras el secado) en el orificio del CD y se colocé en la bandeja para
CD de una impresora EPSON T50 (Epson Suwa, Nagano, Japén). Se elaboré una
plantilla para imprimir sobre CD/DVD en Adobe Photoshop CS6®. La plantilla
consto de una hoja de 12 X 12 cm con un circulo inscrito, con una resolucion de
5760 PPI y espacio de color CMYK (C: cian, M: magenta, Y: amarillo y K: negro).
En él se traz6 un rectangulo del tamafio de una laminilla (75 X 25 mm) ubicado en
la misma posicion que en el CD. Dentro del rectangulo, se trazaron cuatro
rectdngulos mas pequefios de sendos colores CMYK y se imprimieron sobre la

laminilla. Se observé la muestra al microscopio y se tomaron fotomicrografias. Se
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regreso la laminilla a la impresora y se reimprimié la plantilla sobre el mismo. Se
tomaron nuevas fotomicrografias. Los cuatro rectangulos de color CMYK se
movieron dos pixeles hacia el lado izquierdo de la plantilla y se reimprimié sobre la

laminilla. Se volvieron a tomar fotomicrografias.

Analisis de la aplicacion de matrices MALDI con la impresora EPSON
T50: Se retiraron los cartuchos de tinta de la impresora EPSON T50 y se lavo el
cabezal con agua tipo | y acetonitrilo (ACN, Tedia company, Inc. Boston, MA,
USA). Se prepararon tres soluciones de las matrices MALDI mas recurridas: Acido
sinapinico (SA), acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) y acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB). El SA se preparé a 20 mg/mL: Se pesaron 0.4 g de acido
sinapinico (Sigma Aldrich) y se agregaron 10 mL de ACN. Se agregaron 10 mL de
una solucién de acetato de sodio 20 mM y &cido férmico 0.1% y se agitd hasta
disolucién. El CHCA se prepar6 a 10mg/mL: Se pesaron 0.2 g de acido sinapinico
(Sigma Aldrich) y se le agregaron 10 mL de ACN. Se agregaron 10 mL de una
solucién de acetato de sodio 20 mM y acido formico 0.1% y se agité hasta
disolucién. EI DHB se preparé a 30 mg/mL: Se pesaron 0.6 g de acido sinapinico
(Sigma Aldrich) y se le agregaron 10 mL de ACN. Se agregaron 10 mL de una
solucién de acetato de sodio 20 mM y &acido formico 0.1% y se agité hasta
disoluciéon. Se mezclo 4.5 mL de solucion de matriz CHCA con 0.5 mL de tinta cian
(CHCA-C), de igual manera se mezclo acido sinapinico con tinta magenta (SA-M)
y acido dihidroxibenzoico con tinta negra (DHB-K). Se cargaron 10 mL de esta
mezcla en cartuchos reutilizables para EPSON T50 y se colocaron en la
impresora EPSON T50 en su respectivo color. Se imprimié la plantilla con
recuadros de colores CMYK sobre una laminilla limpia, y se tomaron

fotomicrografias.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 I1S-RT-PCR

3.1.1 IS-RT-PCR en corte paradermal de hoja

Para poder hacer propuestas de mejora al protocolo de IS-RT-PCR, primero se
ejecutd el protocolo propuesto por Athman et al.,' en una muestra de hoja de A.

hypochondriacus, en el cual se encontraron diversas dificultades.

Se tuvieron dos problemas importantes en la ejecucion del protocolo. El
primero fue que el corte paradermal no permanecié adherido a la laminilla pese a
gue estaba silanizado. Esto provocé que el mismo flotara y se moviera con el flujo
de las soluciones que se afiadian a la camara, provocando que uno de ellos se
aproximara demasiado al borde del marco de goma y se pegara en el adhesivo.
Asi fue que se perdié la muestra control negativo. El segundo problema acontecio
cuando el adhesivo del marco de la camara se adhirio fuertemente a la pelicula de
celofan, dificultando asi la manipulacion y el pipeteo la intentar destapar la
camara. Este hecho promovio la perdida de reactivos por salpicaduras. Pese a las
dificultades, se concluyé el andlisis de uno de los cortes paradermales, la muestra
positiva. En la Figura 9 se muestra una fotomicrografia de esta muestra tras el

analisis completo.

Tras las dificultades para llevar a cabo las reacciones en laminilla, la
muestra positiva se transfirid6 a un tubo para microcentrifuga en el que se llevo a
cabo la PCR y procesos subsecuentes. Ahi, la delgada muestra (20 um) sufrié
dafio mecanico debido al flujo de reactivos. Esto se puede evidenciar en la Figura
9 por la presencia de espacios vacios donde deberia haber células de mesofilo e
idioblastos con prominentes drusas. Asi mismo, se observa que algunas células

de la vaina del haz han perdido sus cloroplastos. Sin embargo, los haces
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vasculares proporcionaron un importante soporte estructural y evitaron que la

muestra se fragmentara.

El gen RbcL se encuentra en el genoma del cloroplasto, por lo que su
deteccion se dio en este organelo (Figura 9). La coloracion esperada para una
reaccion positiva es morada, sin embargo en el corte se observan tonos
predominantemente marrones, quiza como consecuencia de la interferencia con el
color de la clorofila. A pesar de ello, se observa una tendencia a tonos mas
oscuros (indicativos de la presencia de mensajeros de RbcL) en la células de la
vaina del haz que en las células de mesofilo. Esto es acorde a lo que sucede

normalmente en una hoja C, como la de A. hypochondriacus.

La variacibn de tonos en los cloroplastos podria dar una idea
semicuantitativa de la presencia del RNAm de un determinado gen analizado. En
la Figura 9 se observan cloroplastos que poseen una coloracion desde negativa,
como el caso de un cloroplasto de vaina del haz (CVH -), hasta una coloracion

acentuadamente positiva con un tono morado evidente (CVH +++).
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Con estas acotaciones, se asigndé un valor de “positividad” a otros
cloroplastos con colores representativos a los del resto de la imagen, y se les
asigno la escala creciente en “positividad” -, +/-, +, ++ y +++. En estos cloroplastos
se midié el color promedio de un area de 3.4 X 3.4 um (11.6 um?) (acotada por un
cuadrado) en la escala RGB. Los valores obtenidos se muestran en la Figura 10
como valor R, valor G, y valor B, y a la izquierda de ellos se muestra un parche
con la mezcla de color obtenida por esta combinacién. Si ordenamos estos
parches de color en orden creciente de positividad se genera una escala tonal que
da una guia visual de la concentracion de RNAm del gen RbcL. Mas auln, si los
valores RGB de estos tonos se grafican, se observa una tendencia a la
disminucién del valor del canal rojo y verde conforme la muestra se vuelve mas

positiva (Figura 10).

200
180 - uR
160 - =G
140 - mB
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Valor

CVH - CM +/- CVH + CVH ++ CVH +++
Positividad

Figura 10. Variacién de los canales RGB en el color de cloroplastos en funcion de su
contenido de RNAm de RbcL. CVH: Célula de la vaina del haz, CM: célula de mesofilo. -, +/+, +,
++ y +++ designa una escala creciente de “positividad” (presencia de RNAm). Conforme aumenta
el contenido de RNAm en cloroplasto, el color del cloroplasto disminuye en los valores del canal R
(rojo) y G (verde).

Este andlisis es una propuesta para en un futuro poder hacer del andlisis de
IS-RT-PCR, un analisis con cuantificacion relativa. Sin embargo, falta aun
estandarizar parametros digitales y de gestion de color para hacer estudios

repetibles.
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La muestra analizada gener6 una gran cantidad de informacion visual, que
eventualmente (teniendo un control -) se podria traducir en interpretaciones
metabdlicas de la planta. Sin embargo, el protocolo propuesto por Athman et al.*
es complicado debido a las manipulaciones que se deben hacer en la laminilla.
Ademés, es también costoso dados los volumenes de mezcla de reaccion
necesarios para la cdmara de incubacion en laminilla (70 uL), las camaras para
laminilla per se, y el uso de dos kit para tratamiento con DNAsa que el autor
propone. Es por ello que en el presente trabajo se abordd el desarrollo de un
método mas sencillo y econdémico, que evitara en lo posible el uso de volimenes

grandes de reaccion y el manejo de cortes fragiles.
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3.1.2 IS-RT-PCR en fragmento de hoja

En comparaciéon con un corte histolégico, es mas facil manipular un pequefio
fragmento de una hoja que conserve su estructura de epidermis a epidermis. Esto
se observo al fijar los fragmentos que posteriormente iban a ser cortados en
criostato. Ademas, estos fragmentos caben en tubos para microcentrifuga de 0.2
mL, pudiéndose cubrir con un volumen de hasta 30 uL. Por ello, se decidio

optimizar el protocolo de IS-RT-PCR en fragmentos de hoja.

Hasta nuestro conocimiento, este trabajo es el primero en hacer la reaccion
de IS-RT-PCR en un fragmento de hoja y no en un corte histoloégico. Una vez
hecha la IS-RT-PCR en un fragmento de hoja, lo ideal seria obtener cortes
histologicos del fragmento para analizar los resultados en capas celulares menos
densas. En este experimento no se hizo asi porque la reaccion no fue homogénea
en todo el fragmento, solo los bordes del mismo presentaron coloracién positiva.
Por ello, una microscopia del fragmento completo proporcioné informacion mas

atil.

En las Figuras 11 y 12 se exponen la muestra positiva y negativa de este
experimento. Para facilitar la apreciacién de la coloracion positiva (tonos rojos,
morados y magentas), se ha eliminado selectivamente el color de las
fotomicrografias. En las imagenes A de las Figuras 11 y 12 se muestra la imagen
en color original, y en B las fotomicrografias decoloradas selectivamente, para
mostrar que esta edicion digital no altera el resultado final. Se puede apreciar que
la reaccion de IS-RT-PCR solo se da en los bordes del fragmento de hoja. Esto se
pudo deber a que alguno o varios de los reactivos no penetraron en el interior del
fragmento de hoja, a pesar de la permeacién al vacio que se llevo a cabo en cada
etapa del proceso. Se esperaba que, al ser un fragmento de hoja, los reactivos
pudieran ingresar a través de las zonas expuestas como resultado del corte, y
difundieran al interior a través del meséfilo, como lo hace el aire. Sin embargo, la

penetracion de los reactivos fue limitada.
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Haces vasculares

Estomas

Sefal positiva
\

Células epiteliales ===

Figura 11. Fotomicrografias por DIC de un fragmento de hoja de A. hypochondriacus en el
gue se analizd el RNAm del gen RbcL por IS-RT-PCR, muestra positiva. A) Fotomicrografia
original en color y B) fotomicrografia en la que se ha eliminado selectivamente el color de la
imagen, exceptuando tonos morados, rojos y magentas, indicativos de reaccién positiva. Las
partes anatémicas del interior de la hoja se aprecian con menor detalle debido al grosor de la
misma. Sin embargo, se puede apreciar la coloracion positiva solamente en las orillas del
fragmento.
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Figura 12. Fotomicrografias por DIC de un fragmento de hoja de A. hypochondriacus en el
gue se analiz6 el RNAm del gen RbcL por IS-RT-PCR, muestra negativa. A) Fotomicrografia
original en color y B) fotomicrografia en la que se ha eliminado selectivamente el color de la
imagen, exceptuando tonos morados, rojos y magentas, indicativos de reaccion positiva. En este
fragmento en que se omitid la adicion de la transcriptasa inversa durante la retrotranscripcion,
arrojo también un resultado positivo. Esto quiere decir que en esta muestra se amplificé el cpDNA.
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Por otro lado, en ambas muestras hay reaccion positiva, como se puede
evidenciar por la coloracion morada en las Figuras 11 y 12, y por las bandas de
amplificacion en el gel de electroforesis de la Figura 13. En esta ultima figura se
puede observar ademas que el proceso de lavado del fragmento es eficiente, ya
que desde el primer lavado no hay una cantidad detectable de amplicon. Este

altimo resultado descarta la posibilidad de deteccién deslocalizada de amplicones.

Athman et al.' y Pesquet et al.® han reportado dificultades en la degradacion
de DNA genomico, lo que pueda dar origen a una reaccion falsa positiva. RbcL es
un gen de cloroplasto que no posee intrones, por lo que no se puede discriminar
en el gel de la Figura 13 si se amplifico cDNA o cpDNA. El origen del falso positivo
puede ser la suma de una serie de barreras como la pared celular y la membrana
citoplasmaética, que podrian impedir el acceso de la DNAsa. Athman' et al.
solucionaron el problema de falsos positivos en cortes histologicos usando DNAsa
y buffer de diferentes kit comerciales. Pesquet et al.> lo hicieron usando una
enzima de restriccion. Sin embargo, merece atencion trabajar en un método
universal que permita degradar el gDNA y cpDNA independientemente de la

enzima o kit comercial que se use.
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reaccion
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Marcador

Figura 13. Andlisis en gel de electroforesis de las mezclas de reacciéon de PCR in situ
residuales. Muestra: Fragmento de hoja de A. hypochondriacus. Se muestra el analisis de la
mezcla de reaccion residual del fragmento, asi como el agua residual de los sucesivos lavados del
fragmento tras la PCR in situ, para la muestra positiva y negativa. Se observa la banda del
amplicén de RbcL cercana a 200 pb, y una banda de primers por debajo de 100 pb. Tras el primer
lavado, ya no hay una cantidad de amplicén detectable, por lo que es poco probable detectar un
amplicén deslocalizado.

Una de las ventajas de la técnica IS-RT-PCR con respecto a ISH (in situ
hybridization) es la amplificacion de la sefal. Es decir, mientras ISH detecta los
RNAmM existentes, en IS-RT-PCR estos son convertidos a cDNA y luego
amplificados por PCR.* Esto en principio aumenta la sensibilidad del anélisis. Sin
embargo, las bandas observadas en la Figura 13 indican que una porcion de los
amplicones no se esta quedando en el tejido. Esto tiene como ventaja la
posibilidad de dar seguimiento a las etapas de IS-RT-PCR por métodos
tradicionales como electroforesis en gel. Sin embargo, pone en duda el aumento
en la sensibilidad si una parte de los amplicones son lavados. Probablemente solo
los DIG-DNA unido a DNA o RNA que estéa enlazado al tejido tras la fijacion, sean
responsable de la deteccién in situ. O quiza este DIG-DNA mas algun otro que
haya quedado confinado en partes del tejido. Estas son algunas posibilidades, sin
embargo vale la pena investigar que tan significativo es el aumento de sensibilidad
entre ISH e IS-RT-PCR.
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3.1.3 IS-RT-PCR en fragmento permeabilizado de hoja

Para eliminar las posibles barreras que hayan dado origen a fasos positivos y a
reacciones incompletas en toda el area del fragmento, se llevaron a cabo tres
procesos de permeabilizacion. El primero fue la eliminacion de la cuticula, por
medio de la fijacion con MeOH. El segundo fue la eliminacién de la pared celular
por medio de la digestion con macerozima y driselasa. El tercero fue la eliminacién
de la membrana plasmatica por medio del tratamiento con detergentes. Estas
etapas de permeabilizacion mejoraron el proceso aumentando el area de reaccién

en el fragmento. Sin embargo no es su totalidad y el falso positivo persistio.

En la Figura 14 A se puede apreciar un incremento notable en las células
gue dieron reaccidén positiva en el fragmento de hoja, abarcando en promedio
hasta 7 capas celulares y una distancia de 84.8 um desde el borde del fragmento
a su interior, en comparacion una capa celular con reaccion positiva obtenida sin
la etapa de permeabilizacion (Figura 12). El fragmento de la Figura 14 A se obtuvo
por corte de uno mas grande en el que se realizé el protocolo de IS-RT-PCR, se
ha marcado con una linea punteada vy tijeras la zona de corte. Debido a ello, en
ese borde hay una zona sin coloracién ya que originalmente no estuvo expuesta a

la serie de reacciones.

En la Figura 14 se observan las muestras positivas para el analisis del gen
RbcL (Figura 14 A), y de actina (Figura 14 B). Los controles negativos respectivos
no se muestran ya que dieron los mismos resultados que sus contrapartes

positivas, en ambos casos el analisis de RbcL dio positivo y el de actina negativo.
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Figura 14. Fotomicrografias por DIC de fragmentos permeabilizados de hoja de A.
hypochondriacus en los que se analizé el RNAm del gen RbcL y actina por IS-RT-PCR,
muestras positivas. A) Andlisis del gen RbcL y B) andlisis del gen de actina. En A se observa un
aumento en el area del fragmento con reaccidn positiva respecto a uno sin permeabilizacion
(Figura 12 B). En ambas muestras (positiva y negativa) el andlisis de RbcL dio positivo y el de
actina negativo. En el andlisis de RbcL, los cloroplastos de mesdéfilo dieron reaccién positiva
mientras que los de vaina del haz negativa.
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Aln no se pueden hacer inferencias metabodlicas de estos resultados, sin
embargo, algo interesante a notar es la aparente expresion diferencial que se
obtuvo del gen RbcL en funcién del tipo celular. Mas interesante aun, es que la
expresion de RbcL esta “al revés” de como deberia de ser en una planta C, como
A. hypochondriacus, presente en la vaina del haz y ausente en mesdéfilo (Figura 8).
Este tipo de resultado diferencial es el que se persigue con esta técnica, sin
embargo, insisto en que aun no se pueden hacer inferencias hasta que se

estandarice el método de andlisis en fragmento.

En la Figura 15 se muestra un diagrama de flujo del proceso de IS-RT-PCR
en fragmento de hoja, incluyendo las etapas de permeabilizacion. Se analizaron
las mezclas residuales de reaccion de Retrotranscripcion y de PCR. La mezcla de
Retrotranscripcién se sometié a PCR punto final, y el producto se analiz6 mediante
electroforesis en gel, y la mezcla de reaccion residual de PCR se analiz

directamente.
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Figura 15. Diagrama de flujo del proceso de IS-RT-PCR y anélisis en gel de electroforesis de
las mezclas de reaccion in situ residuales. Muestra: Fragmento permeabilizado de hoja de A.
hypochondriacus. RT designa los carriles en que se analizé la mezcla de reaccion residual de
retrotranscripcion in situ, tras someterlo a PCR. PCR en los que se analizd la mezcla residual de
reaccién de PCR in situ. Se corrobora el resultado positivo de RbcL para ambas muestras (positiva
y negativa) desde la retrotranscripcion, y negativo para actina.

A pesar de la permeabilizacion del tejido se sigue observando un falso
positivo para el gen RbcL, al parecer la DNAsa no alcanzé a entrar en el
cloroplasto. Por otro lado, el gen de la actina es nuclear y constitutivo, sin embargo

no fue detectado en el andlisis de electroforesis en gel ni in situ.

Con estos resultados, observamos que hace falta trabajar de manera
detallada en la permeabilizacién de un fragmento de hoja para que puedan
ingresar todas las enzimas y hacer su actividad. Quiza después de estandarizar

esta etapa, no resulte dificil llevar a cabo la IS-RT-PCR.
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3.1.4 Optimizacion de la permeabilizacion de fragmento de hoja

Como se comentd antes, hace falta un estudio detallado de la permeabilizacion del
fragmento de hoja. Debido a que en el proceso completo de IS-RT-PCR se invierte
una cantidad considerable de tiempo y reactivos, se busco otra manera de analizar
el grado de permeabilizacién. Una tinciébn simple es una buena opcion, sin
embargo los colorantes usuales son moléculas pequefias que pueden ingresar

facilmente a las células permeabilizadas.

La tinta china es un colorante en suspension que posee una distribucion de
tamafio de particula entre 160 y 250 nm.** Por su lado, la safranina es un
colorante que en agua forma una solucion verdadera, por lo tanto posee tamafio
de particula menor a 1 nm. Debido a sus propiedades colorantes y tamafio de
particula, estos se utilizaron para analizar el grado de permeabilizacion de

fragmentos de hoja.

En la Figura 16 se puede ver que un fragmento de hoja sin ningun
tratamiento (A) no es permeable ni siquiera a moléculas pequefias (safranina) a
pesar de que el mesofilo de la hoja esté expuesto en sus bordes (B). Sin embargo,
en un fragmento fijado con MeOH (C) la safranina puede ingresar a la totalidad del
mismo (D). En contraparte, la tinta china no puede ingresar en la totalidad de un
fragmento fijado con MeOH (E). Estos resultados coinciden con las diferencias de
tamafio de particula de ambos colorantes. La safranina al ser una molécula
pequefia puede ingresar a todo el tejido que el MeOH ademas de fijar, lo ha
permeabilizado, mientras que la tinta china al poseer tamafios de particula muchas
veces mayor no puede. Las zonas que se tifieron en B y E son debido en cierta
medida al dafio mecanico que hizo la perforadora al momento de obtener el

fragmento.
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Figura 16. Fotomicrografias en campo claro de ensayos de permeabilizacion de fragmentos de hoja
de A. hypochondriacus. Fragmento de hoja A) sin tratamiento ni tincion, B) sin tratamiento y tefiido con
safranina, C) fijado con MeOH vy sin tincion, D) fijado con MeOH y tefiido con safranina y E) fijado con MeOH
y tefiido con tinta china. La safranina es una molécula pequefia que pueda penetrar facilmente en una hoja
permeabilizada con MeOH, sin embargo no en una hoja sin permeabilizacién. Esta diferencia puede ser
debida a que el MeOH elimina la cuticula. Por su lado, la tinta china es una suspension que no puede
penetrar al interior de la hoja, aunque esta haya sido permeabilizada con MeOH, hacen falta tratamientos
mas agresivos para que ingresen particulas grandes a la hoja.
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El tratamiento con MeOH fija el tejido, elimina la clorofila y, segun Pasternak

1.1° también elimina la cuticula. La eliminacién de la cuticula con el MeOH

et a
podria ser parcialmente cierta, pues la safranina penetra muy bien después de
este tratamiento. Sin embargo, en el andlisis de los fragmentos del experimento de
la Figura 14 A se encontraron zonas en el interior del fragmento (donde no se
observa reaccién), que presentaban la coloracion morada positiva. Al observar de
cerca dichas zonas se encontré que la superficie del fragmento tenia cierto dafo
(Figura 17). Pareciera que en esa zona hubiera una fina capa por encima de la
epidermis que fue dafiada, y esto dio lugar a que los reactivos de IS-RT-PCR
ingresaran a planos inferiores del fragmento pudiendo asi llevarse a cabo la
reaccion ahi. Esta fina capa pareciera ser la cuticula, que en principio se habia

eliminado con el MeOH.

Estos resultados reiteran la necesidad de hacer un estudio en detalle
respecto al proceso de permeabilizacion del fragmento de hoja, para poder
estandarizar un método de IS-RT-PCR en fragmento de hoja. Para continuar estos
estudios, se puede utilizar la tinta china como indicador de permeabilizacion y asi
ahorrar tiempo vy reactivos. Una vez estandarizado un proceso de
permeabilizacion, creemos que serd facil llevar a cabo la IS-RT-PCR en
fragmento, y obtener de él cortes histolégicos que provean de una vasta

informacion anatomica y metabdlica.
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Figura 17. Fotomicrografias por DIC en dos planos focales de la misma area de un
fragmento permeabilizado y analizado por IS-RT-PCR. Hoja de A. hypochondriacus en los que
se analizd el RNAm del gen RbcL, muestra positiva. A) Plano focal superior y B) plano focal
inferior. En A se observa la ruptura de una fina capa de alrededor de 0.18 um de espesor. La
ruptura de esta capa dio lugar a la reaccion de IS-RT-PCR en las células que estaban debajo (B).
Esta capa podria ser la cuticula, sin embargo la fijacion con MeOH en principio la debi6é haber
eliminado.
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3.2 MALDI MSI

3.2.1 Estabilizacion de hojas

Mediante zimogramas se analizé la actividad enzimética de proteasas y amilasas
en extractos de hojas de diferentes especies, para identificar una que por su
evidente actividad enzimatica pueda servir como modelo de estudio para la

estabilizacion por calor.

Amilasa y pancreatina se usaron como control positivo (Figura 18 Ay B). La
pancreatina es una mezcla de enzimas por lo que no resulta extraiilo encontrar
ambas actividades. Sin embargo la amilasa utilizada al parecer estd contaminada
con alguna proteasa, puesto que en el zimograma de proteasas de la Figura 18 B

se observan bandas de degradacion.

El extracto de hoja de maiz es el Unico en que se detecto6 actividad amilasa,
y fue muy débil (Figura 18 A). Esto pudo ser debido a que se utilizaron hojas que
estaban ya en el periodo de luz de su fotoperiodo. El extracto de hoja de papaya
posee una fuerte actividad de proteasa (Figura 18 B), al grado de que también
degradé en gran medida sus propias proteinas (Figura 18 C). En los demas

extractos no se detect6 alguna actividad.

Es importante repetir este el analisis de amilasas con extractos de hojas
gue estéen en periodo de obscuridad, ya que en este periodo hay mas actividad de
amilasas en las plantas. Por otro lado, el extracto de hoja de A. hypochondriacus
no presenta actividad proteasa. Por ello, probablemente se pueda prescindir de la
etapa de estabilizacion de la hoja al preparar muestras para analisis proteémico
por MALDI-MSI de esta planta. No obstante, la inactivacion enzimética por calor
tiene la finalidad general de detener la degradacion del tejido. Esto es importante
si se pretende estandarizar un método para andlisis no solo de proteinas, sino de

otros analitos como metabolitos, acidos grasos, carbohidratos, etc.
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La hoja de papaya podria ser un buen modelo para estudiar la inactivacion
de proteasas por calor, al presentar una fuerte actividad de la misma. Sin

embargo, se tendria que encontrar una temperatura y tiempo que inactive esta

enzima, y no darfie estructuralmente a la hoja.

Figura 18. Zimogramas de actividad proteasa y amilasa en extractos de hojas de diferentes
especies. Leyenda en carriles: Extractos de hoja de (A) amaranto, (M) maiz, (P) papaya y (T)
trigo, y enzimas comerciales Ami: amilasa y Pan: pancreatina. Geles: A) Zimograma de actividad
amilasa, B) zimograma de actividad proteasa y C) SDS-PAGE. La amilasa y pancreatina poseen
actividad proteasa y de amilasa (A y B). El extracto de hoja maiz posee una banda con ligera
actividad de amilasa (flecha). El extracto de hoja de papaya posee una fuerte actividad de
proteasa (B), que incluso degradé sus propias proteinas (C). Los extractos de las demas hojas no
presentaron actividad detectable.
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3.2.2 Corte histolégico de hojas

Las idea de medicion de las propiedades “eficiencia de corte” e ‘“integridad
estructural” fueron basadas en las mediciones de “propiedad fisica” y “estabilidad”
respectivamente, hechas por Nelson et al.?*® Sin embargo pueden no ser

totalmente comparables.

En la Figura 19 se muestra y describe el aspecto de algunos medios de
inclusion (MDI) durante su uso en criostato. Los MDI que contienen gelatina
poseen buenas propiedades mecanicas, sin embargo tienden mucho a enrollarse
sobre si mismos. Por su lado, los medios con CMC poseen menos virtudes
mecanicas, pero tienden menos a enrollarse sobre si mismo. En una mezcla
gelatina-CMC, las propiedades resultantes son las observadas en gelatina sola, y
la torsion aumenta. Los MDI se prepararon en sacarosa 9.25% en lugar de agua
para mantener la isotonicidad de los MDI, ya que es el equivalente osmético a una

solucién de NaCl isoténica (NaCl 0.9%).*

Como lo describieron Nelson et al.”°, la mezcla gelatina 10% CMC 5%,
posee excelente eficiencia de corte e integridad estructural. Sin embargo, no se
describié que este MDI tiende a enrollarse. Aunque se trata solo de una de las
cinco propiedades medidas, es particularmente importante debido a que si un
corte se enrolla sobre si mismo es muy dificil recuperar el tejido. Una alternativa
de recuperacion hecha fue desenrollar el corte con pinzas frias, sin embargo este
se enrolla de nuevo rapidamente dando poco tiempo para transferirlo a una
laminilla. Ademas, con el tiempo las manos comienzan a calentar las pinzas,
llevando a la fundicién del MDI, tornandose pegajoso. MALDI-MSI es un analisis
de superficie, por lo que no puede haber restos del MDI sobre el corte que

pudieran enmascarar analitos, ahi radica la importancia de evitar el enrollamiento.

En la Figura 19 A se puede observar que el corte de hoja se ha separado
del MDI, como resultado de la contraccién del MDI. Esto es también problematico

ya que al contraerse, el MDI tira de las epidermis del corte deformandolo. Este
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fendmeno sucede en todos los MDI analizados, aunque se observé una tendencia

a ser mas frecuente en MDI con gelatina.

En cuanto a la eficiencia de corte, un MDI con buen valor puede alargar la
vida util de la navaja y generar cortes mas homogéneos. En cuanto a la
continuidad, se vera mas adelante que una buena continuidad puede favorecer la
resolucion del analisis por MALDI-MSI, al absorber la matriz y/o enzimas que se
aplican al corte.

52



Navaja —>

Medio de
inclusién

Fragmento
de hoja

Corte se separa
del MDI

Soporte
del criostato

Ligero dngulo
LERGIE]

Corte no se
separa del MDI

minima

53

El MDI se ha
enrollado

Figura 19. Desempefio de medios de inclusiéon
formulados para MALDI-MSI durante su corte en
criostato a -20 °C. Cortes transversales de
fragmentos de hoja de A. hypochondriacus usando
como medios de inclusion A) gelatina al 10% B)
gelatina 10% CMC 5% y C) CMC 2%, todos en
sacarosa 9.25%. La gelatina al 10% (A) y gelatina
10% CMC 5% (B) poseen excelentes propiedades
mecanicas, son suaves al cortar (eficiencia 4) y
generan cortes continuos (continuidad 4). Sin
embargo tienden mucho a enrollarse sobre si mismos
(torsion 2 y 1 respectivamente). Aunque se pueden
manipular facilmente con pinzas frias (integridad
estructural 4) para desdoblarse (maleabilidad 4), la
mayor parte de las veces el corte se enrolla rapido, o
se enrolla hasta que se pega consigo mismo,
haciendo irrecuperable el corte del tejido. La CMC 2%
aunque no es tan facil de cortar (eficiencia 3) y
manipular como los anteriores (integridad estructural
3, continuidad 4 y maleabilidad 2.5), es el MDI que
menos se enrolla sobre si mismo (torsion 4).



En la Figura 20 se muestra un par de graficas que resume las

observaciones del desempefio de los MDI’s, analizados en cortes de 20 y 50 pm a

-20 °C. Como se puede ver, no hay un MDI ideal. La CMC 2% presenta

propiedades intermedias y no se enrolla, esto hace que sea una buena opcién.

Aunque en cortes delgados (20 um) no posee una buena integridad estructural ni

es maleable, se puede prescindir de estas propiedades. Los cortes que no se

enrollan pueden ser recolectados directamente sobre una laminilla fria (-20 °C),

por lo que se pude prescindir de una buena integridad estructural al no necesitar

ser sujetado. De igual manera, los cortes que no se enrollan no tienen necesidad

de ser desdoblados por lo que también se puede prescindir de una buena

maleabilidad.

Desempeiio de MDI ‘s en cortes de 50 pm

Desempefio de MDI"s en cortesde 20 ym

4.0 1

3.0 1

2.0 A

Puntaje

1.0 A

0.0 4
Gelatina2% Gelatina 10% CMC 2% CMC 4% Gelatina 10%
CMC 5%

Medio de inclusion

Puntaje

Gelatina 2% Gelatina 10% CMC 2% CMC 4% Gelatina 10%
CMC 5%

Medio de inclusion

Figura 20. Graficas de desempefio global de los medios de inclusion
analizados. Se analizaron cinco propiedades de diferentes MDI al ser

utilizados para obtener cortes transversales de hoja de A. hypochondriacus.

Se hicieron cortes de 20 y 50 um de grosor

evaluaron dichas propiedades asignando un valor numérico entre 1y 4, donde
4 es el resultado mas deseable y 1 el menos deseable. Eficiencia: facilidad de
corte, integridad estructural: capacidad de sujetar el corte sin que se |™Maleabilidad
desintegre, continuidad: area del corte que permanece ininterrumpida, |®Torsién

en criostato a -20 °C y se H Eficiencia

M Integridad estructural

= Continuidad

maleabilidad: capacidad del corte de deformarse sin romperse y torsion:
capacidad del corte de permanecer plano. Cada barra representa el resultado

de un corte.
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Ademas, la CMC al 2% resulta relativamente facil de preparar, se puede
guardar a 4 °C, no requiere fundirse antes de usarse, y a temperatura ambiente 6
4 °C posee una viscosidad que permite aplicarla al igual que el crio-pegamento
(con un bote dosificador) sin que se derrame facilmente. En contraparte, las
gelatinas 2 y 10% recién fundidas y a temperatura ambiente son menos viscosas,
por lo que se debe aplicar en pasos de aplicacion-enfriamiento para que no se
derrame. La gelatina 10%-CMC 5% es muy dificil de preparar, pues se torna muy
viscosa incluso en caliente, lo que lleva a tener que aplicarla muy caliente al tejido,

utilizando espatula o jeringa.

3.2.3 Secado del corte

Una vez obtenido el corte histolégico en criostato este comienza a secarse. El
secado es un proceso necesario para MALDI-MSI e importante de controlar. El
agua da soporte estructural a la hoja y su pérdida conlleva a la posible pérdida de
integridad estructural. Ademas, el agua es un componente del MDI, y su pérdida
también genera cambios estructurales en el mismo, que pueden a su vez causar
dafio al tejido. Este dafio sucede cuando el MDI interacciona fuertemente con la
epidermis del tejido vegetal, ya que al secarse el MDI se puede contraer y

encorvar, halando con él al tejido por medio de la epidermis.

En la Figura 21 se muestra lo que le sucede a un corte de hoja de trigo que
se seca rapidamente. Al tiempo cero la epidermis se separa ligeramente del
mesofilo debido a que es arrastrado por el MDI en proceso de secado. A los 15 s
el MDI se ha separado de la epidermis volviendo ésta a su posicion original, y el
mesofilo luce turgente. A los 30 s el MDI comienza a secarse mientras el meséfilo
casi no muestra cambios. A los 45 s es notoria la pérdida de agua en el MDI y el
tejido, ya que los haces vasculares lucen huecos. A los 80 s la muestra se ha
secado, el MDI se ha contraido aun mas, el mesdfilo ha perdido totalmente la
turgencia y la epidermis se ha volcado sobre este ultimo. Un corte de tejido como
el obtenido a los 80 s en la Figura 21 no es adecuado para MALDI-MSI, pues no

es plano. Si el laser pasara por esta muestra la epidermis enmascararia algunas
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zonas donde hay mesdfilo. Esto generaria un resultado no representativo de la

posicion original de analitos en la hoja.

Se atribuyé a dos factores el hecho de que la epidermis se vuelque y el
mesofilo se contraiga: la descongelacion y la tonicidad del MDI. Por ello, se
preparé un MDI (agarosa 5%) con PBS 1X, otro con sacarosa 9.25% (equivalente
osmotico a NaCl 0.9%) y se secaron en frio. El buffer PBS no es una propuesta a
largo plazo, pues las sales inhiben la ionizacion en MALDI, este buffer se uso para

fines comparativos.

En la Figura 22 se puede ver que aungque se trate de la misma goma
(agarosa 5%), su comportamiento al secado varia en funcién de la composiciéon
del solvente. Ambos MDI generan filamentos al secarse, sin embargo los que se
forman en agarosa-PBS interactian més fuerte con la epidermis que los formados
en agarosa-sacarosa. El MDI agarosa-PBS desprendi6 la epidermis e hizo girar al
tejido, desbaratandolo. Por su parte el MDI agarosa-sacarosa no interactlio con la

epidermis lo suficiente como para desprenderla y dafar al tejido.

En lo que respecta al mesoéfilo, el secado en frio y el MDI con PBS o
sacarosa tuvieron un efecto positivo, ya que no se observa una pérdida de
turgencia como la observada en la Figura 21. Sin embargo, el MDI con agarosa
9.25% mantiene mejor la tonicidad que el PBS. Esto se pude distinguir al observar
la epidermis, en el tejido incluido en agarosa-PBS ésta es ondulante, mientras que
en agarosa-sacarosa permanece mas recta. Las ondulaciones son consecuencia

de la pérdida de volumen en el mesoéfilo que esté entre haces vasculares.
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Haces vasculares

Epidermis s===—==

Figura 21. Fotomicrografias por DIC que muestran el deterioro de un corte de hoja de trigo conforme se
seca. Corte transversal de 50 um de hoja de trigo fotografiado diferentes tiempos mientras permanecia en el
microscopio. El calor generado por la luz del microscopio descongelé el corte, y con el tiempo lo fue secando.
Esto gener6 que el mesofilo se contraiga y posteriormente la epidermis se incline hacia el mismo.
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Otra forma reportada de secar el corte es con vacio. En la Figura 23 se
muestran dos cortes transversales de 15 um hoja de trigo que se han secado de
manera diferente, al vacio y en frio. El corte que ha sido secado en frio ha formado
filamentos que han deformado el tejido como sucedié en el corte de la Figura 22 A.
El corte secado al vacio no ha formado estos filamentos y ha mantenido la
estructura del tejido mas intacta. La epidermis conserva mejor su posicion que en
el tejido secado en frio. Asi mismo, el mesofilo luce mas turgente en el corte
secado al vacio que en el secado en frio. Esto se puede distinguir, ademas de las
ondulaciones, por la mayor cantidad de espacios vacio entre las células de
mesofilo, en comparacion con el tejido secado al vacio. Sin embargo, el corte de

50 um (Figura 22 B) es capaz de mantener mejor la turgencia del mesofilo.

Analizando con detalle las interacciones MDI-tejido, en la Figura 24 se
puede observar que el MDI agarosa-sacarosa interactla fuertemente con la
epidermis. Hay zonas donde esta unida como si se tratara de pegamento. En esta
fotomicrografia, es mas evidente que estas zonas que se unen fuertemente a la
epidermis son las que catalizan la deformacién del tejido al secarse el MDI.
También se pude notar que el mesdfilo es un tejido fragil que depende
estructuralmente de la epidermis, haces vasculares y colénquima. Ademas, las
zonas donde hay haces vasculares asociados a epidermis por medio de
colénquima, presentan una mayor resistencia mecanica a la ruptura. Esta
fotomicrografia representa ademas, la diferencia entre hojas de plantas C; y C4. A
diferencia de las hojas Cs, las hojas C, poseen las células de la vaina del haz que
estdn unidas herméticamente a haces vasculares, y proveen un soporte

estructural adicional.
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El colénquima juega un papel importante en el mantenimiento de la
estructura de la hoja, sin embargo no asegura la integridad del corte de tejido si el
MDI no es el adecuado. Como se comentd en el numeral 3.2.2, los MDI con
gelatina tienden a unirse fuertemente a la epidermis del tejido. Esta union puede
incluso romper el colénquima cuando el MDI se contrae por sequedad, aunque se
apligue secado al vacio. En la Figura 25 A se observa que al usar un MDI
formulado con gelatina, este se une fuertemente a la epidermis del tejido.
Posteriormente, al secarse hala de ella lo suficientemente fuerte para romper el
colénquima que une la epidermis abaxial y adaxial en el corte de 15 um. Sin
embargo, si se obtiene un corte de 50 um (Figura 25 B) el colénquima es capaz de
soportar la tension ejercida por el MDI, aunque el resultado es en un tejido torcido

gue ya no es adecuado para MALDI-MSI.

El resultado final de MALDI-MSI es una imagen de un tejido sobre el cual se
representa la ubicacion espacial de analitos. Es por ello que debe de procurarse
mantener la estructura anatomica del corte de hoja, para que los resultados sean

representativos de la distribucién anatémica original de los analitos.
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3.2.4 Pretratamientos in situ

Los pretratamientos in situ son dos, la digestion in situ y la aplicaciéon de la matriz
MALDI. El éxito de ellos depende de la aplicacién de las soluciones implicadas en
forma de pequefias gotas sobre el tejido. Una gota depositada en el tejido
disolvera los analitos que estén debajo de ella, por lo que su area determinara la
resolucién del analisis. Estas gotas deberian tener un diametro igual o menor al
diametro del laser de la fuente MALDI que se vaya a emplear. Una forma de
aplicar soluciones en forma de pequefias gotas es por medio de la tecnologia

piezo eléctrico, como la que poseen las impresoras de inyeccion de tinta.

Segun la informacion de EPSON, la impresora T50 puede despachar gotas
de tamafio variable, siendo la mas chica de hasta 1.5 pL.** Si una gota de este
volumen fuera esférica tendria un diametro de 14.2 um. La fuente MALDI con que
se cuenta para el analisis posee un diametro de laser de 50 um. Este tamafio de
gota es suficiente para explotar la resolucion del laser. Se analiz6 la distribucion y
tamafo de gotas de la impresora EPSON T50, imprimiendo patrones de color
sobre un corte de hoja de trigo. Se utilizo tinta en lugar de matrices MALDI, para
conocer el comportamiento original del equipo, y por la facilidad de identificar el

producto de cada cabezal (por color).

En la Figura 26 A se puede ver que los cabezales dedicados a la tinta cian
(C) y magenta (M) generan una distribucion de gotas con tamafios que van desde
los 19 hasta 62 um. 19 um es un valor cercano al estimado tedrico de 14.2 um
para una gota de 1.5 pL. Tras la primera capa de tinta hay zonas que aun no han
sido cubiertas por la tinta, por lo cual se reimprimié sobre la laminilla el mismo
patrén de color. En la Figura 26 B se observa que tras la segunda capa de tinta el
area de cobertura ha aumentado, sin embargo en zonas donde no hay tejido o
MDI ocurre coalescencia de las gotas. Estas zona sin tejido o MDI es el espacio
entre mesofilo y la epidermis desprendida, que dejo expuesta la superficie de la
laminilla. Tras la tercera capa de tinta, que fue desplazada dos pixeles hacia

arriba, el tejido y MDI estan cubiertos casi por completo, sin embargo no se
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percibe ningan patron que evidencie este desplazamiento en la aplicacion de tinta
(Figura 26 C).

En cuanto al comportamiento de los cabezales de tinta amarilla (Y) y negra
(K), en la Figura 27 A se puede observar que la tinta amarilla sigue un
comportamiento similar a las tintas cian y magenta. Presenta una distribucién de
gotas al azar que van desde 21 hasta 51 um. A diferencia de las tintas CMY, la
tinta negra (K) presenta una distribucion uniforme de tétradas de gotas de una

tamano entre 35 a 48 um.

La segunda y tercera aplicacion de la tinta Y tuvo un comportamiento similar
a C y M, aumenté la densidad de puntos conforme las capas de tinta. Sin
embargo, la tinta amarilla tiende menos a la coalescencia. En las sucesivas
aplicaciones de tinta K sucede algo muy interesante. La primera capa de tinta K
generd un patron de puntos equidistantes, donde cada punto era la union de
cuatro gotas de tinta (Figura 27 A). Tras la segunda capa de tinta K, los espacios
horizontales entre puntos fueron cubiertos por gotas de tinta K. Esto generd ahora
un patron de lineas continuas equidistantes (Figura 27 B). Tras la tercera
aplicacién de tinta K, en la que se recorrio el patron de colores dos pixeles hacia
arriba, se generd de nuevo un patréon de puntos equidistantes intercalado entre el

patrén de lineas continuas (Figura 27 C).

65



‘opife] [ap e19|dwod Ised 'INLIBQOD 'UN
aqioiad as ‘equue eioey sajaxid sop ugioedlde ap ugred |9 opeze|dsap ey as anb e| ua ‘elun ap uoloedlde vIa21a) B| Skl] ‘selob se| ap elouaIS9R0d
JLLIND0 B BZUSIWOD A BlUll UOD BLAIgND BaJe [@ US OJusawaidul un ajuapiaa sa (g) eiun ap ugoedlde epunbas e sei] "onawelp ap wr gg SO
epuoJ oplifa) 81s8 ap oO|ljoSaW [8p B|N|9I BUN SeAUSIW ‘S810]09 soque eled onawelp ap wr €9 © 6T SO| aliua ue1oso anb Jaa apand as "sejob seunbje
ap ouewe] |8 opipaw uey as ‘(v) ewun ap uogioedlde eiawid e| Sel] ‘nuS ul ojusiwelel eled sauolonjos Jod Blun B ANIISNS 8S ‘aluswleniuany
"S910]|02 S0ISd B sopedlpap sajezaged sO| uod odinba a1sa eisuab anb selob ap ugdNguUIsIp | Jezijeue eled ‘051 NOSd3 eJosaidwi e ap olpaw
Jod opilal |9 aiqos evuabew A ueld elun ap selob seusnbad opeisodsp uey as 'y Gz vInbi4 ©| ap |2 anb owsiw |9 S8 opelisow 8109 |3 ‘eluabew
A ueID B1UI1 UOD NS Ul OJUBIWRIRI] 8P UQIdR|NWIS ' oplldwos obhll ap eloy ap [esiaasuel] 81102 [ap | Jod selyelsfoldlwolo4 "9z einbi

3




‘wrl gz syuswepewixoide

oluasaldal sajaxid sop ap owsiweze|dsap |9 anb o] Jod ‘(g) ap Senunuod seauj| Se| anus wrl G ap Jopapalie ap elouelsIp eun AeH “enunuod
eaul| B] aius epeajund eau)| eASNU eun eisuab as ‘nwudwial A eiopeindwod e ua equue eioey ssjaxid sop 10jod ap ejueld e| jezejdsap [e ‘eloexa
Anw essuew a@ [eiul epeajund eauj| e] 8p SOJoeA soloedsa SO| anua selob asielisodap e ‘senuiuod Seauj| Us UsUBIAUOD 8S ugioedlde epunbas
e| sel; anb sajeuozioy Sepeayund seauj|, uew.oy as ‘ugioedljde eiswid e u3 “epeuspio Anw elauew eun ap aknguisip as eibau eiun g| ‘obrequa
uIS "9z einbi4 e| US OWOD BlI0JE3[e BISUBW 9P UQIORINIES B| Jejuswne e ojusiwelodwod owsiw [ Jealdsqo apand as ojjiewe 10jo9d |2 us (g) ewn
ap uoloedlde epunbas e| sel] ‘04bau 10j09 |8 esed wr 08 e GE anuad A ‘ojewe [ esed wn TE e TZ SO| 81ud Ue|I9So anb JaA apand as ‘sejob seunbje
ap oyewre] [ opipaw uey as ‘(y) ewn ap ugoedlde eiswld B] sed] ‘nis ul ojuaiwelel) eied sauolon|jos Jod elun e| eANIISNS as ‘ajusweniuany
"S910]02 S0IS9 B SOpeIIpap sajezadged so| uod odinba 81sa eiauab anb sejob ap ugonguisip e| Jezieue eied ‘051 NOSd3 elosaidwi | ap olpaw
Jod opiley |2 aiqos eibau A gjrewe evun ap sejob seuanbad opelisodap uey as g Gz einbi4 e ap |2 anb owsiw |8 S8 opessow auod [ eibau
A e||lJewe v1Ull UOD NIIS Ul OlUBIWERIRIl 9P UQIdR|INWIS ' opllawos obiil ap eloy ap [eslaAsuell 81109 |9p DId Jod seljelboioiwolod 2z einbi4

” . g i

TF | - -

< P

*joueIgnd mmuom/
BJjue 01oBdSg * 0118IqND SBaUl|
{ @Jjue ojoedsyg

wirl gz b

ouBysicf

@

< .
Al o o
e 7
“loyueigno sejobl seeul
2J1us 019BdST _ g 3up oloRds] T

’ .ANE1)_.J. #
5 .w.f.,.. TeS e

¢

se100 ,
aJjue oroedsy

wr gar s

67



Estos resultados nos indican que se puede tener un control preciso en la
aplicacién de soluciones sobre el tejido para los tratamientos in situ mediante dos
parametros: color (reactivo) y ubicacion en tejido. Color (reactivo): se pueden
cargar diferentes matrices o enzimas en cada color de la impresora, y aplicar
selectivamente sobre el tejido. Esto es claro al notar que en las zonas de cada
color CMYK, no hay contaminacion con otros colores. Por otro lado, los recuadros
de color en la plantilla de photoshop®, estaba unidos pero no mezclados. A
excepcion de las zonas de coalescencia de gotas, esta division de mantuvo
integra sobre el tejido. Ubicacion: el cabezal que despacha tinta negra posee una
precision micrométrica como se pudo ver en la Figura 27 C. Teniendo en cuenta el
espacio de aproximadamente 50 um entre el patron de lineas continuas (Figura 27

B), se podria pensar que cada pixel de la plantilla hecha representa 25 pum.

Respecto a al pardmetro de ubicacion cabe destacar algunas cosas mas. Al
CD perforado para la laminilla se le hicieron marcas junto con la bandeja de la
impresora para asegurarse de colocarlo siempre en la misma posicion. Esto
parece efectivo al notar el resultado de los patrones de tinta K en la Figura 27 C.
Sin embargo, en los patrones de la Figura 27 B, al no haber movido la plantilla en
photoshop® antes de imprimir, se esperaba que se mantuviera el patréon de
puntos. Esta imprecision pudo ser consecuencia de la falta de precision en la
colocacion de la laminilla de nuevo en la impresora, o imprecision del motor del
cabezal. Dados los resultados de la Figura 27 C se piensa que fue el motor del
cabezal. Otros datos que apoyan esta idea es que hay dos movimientos
involucrados en la generacion de la impresion, el del cabezal y el de la bandeja. El
movimiento de la bandeja es en pasos y es el responsable de la impresion
horizontal en la Figura 27. El movimiento del cabezal es continuo y es el
responsable de la impresion vertical. EI movimiento por pasos de la bandeja puede

no ser tan preciso como el movimiento continuo del cabezal.

Una vez analizada la distribucion de tinta se analizé lo que sucederia al
utiliza tres matrices diferentes. En la Figura 28 A se puede ver unas gotas de tinta

cian en las que iba disuelta la matriz CHCA. Se puede observar que tras el secado
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se forman cristales de este compuesto que al parecer no arrastran el colorante
cian al cristalizar. En la Figura 28 B se puede ver que la matriz DHB forma
cristales mas pequefios que CHCA y que no salen mas alla del area de la gota. En
la Figura 28 C se observa que la matriz acido sinapinico forma cristales

birrefringentes grandes, que van mas alla del area de las gotas magenta.

En este experimento se mezclaron matrices con tinta para tener un registro
de la gota original (tinta) y comparar con los cristales que se forman. Esto es de
particular importancia ya que muchos o todos los autores que trabajan con MALDI
MSI califican la calidad de los métodos de aplicacion de matriz con base en el
tamafio de los cristales generados, esto me parece erréneo.”**** La gota de
solucion de matriz es la que va a disolver analitos que al secarse van a co-
cristalizar con la matriz. El area que abarque la gota sera la representativa de los
analitos que hay en determinado lugar, y no el tamafio de los cristales generados.
Por ejemplo, en la Figura 28 B, hay una gran cantidad de pequefios cristales de
DHB, pero todos ellos provienen una gota de solucidon un tamafo varias veces

mayor.

Tras algunos experimentos con la impresora EPSON T50 y soluciones de
matrices y ACN 50% el cabezal se dafi6. Baluya et al.*® ya habian reportado el uso
de una impresora inkjet para la aplicacion de la matriz, obteniendo resultados
superiores que los obtenidos con un electro spray y un aerégrafo. Sin embargo, no

se comenta nada al respecto de la compatibilidad del cabezal con solventes.

La aplicaciéon de la matriz con la impresora EPSON T50 dio resultados
prometedores, sin embargo se estudiara el uso de otros solventes compatibles con
el cabezal de impresion. Un corte como el obtenido en la Figura 23 B, al cual se
aplique la matriz con una distribucién como la obtenida en la tinta K o Y en la

Figura 27, podria estar listo para el analisis por MALDI-MSI.
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Figura 28. Fotomicrografias por DIC de mezclas matriz MALDI-tinta depositadas en laminilla con la
impresora EPSON T50. A) Mezcla CHCA-tinta cian, B) mezcla DHB-tinta negra y C) mezcla acido sinapinico-
tinta magenta. En (A) se observa unas gotas secas de tinta azul dentro de las cuales se han formado cristales de
CHCA, que rebasan un poco los bordes de la gota. En (B) sucede algo similar, sin embargo los cristales de DHB
no rebasan el diametro de la gota de tinta negra ya que son mas chicos que en CHCA. En (C), los cristales de
SA formados rebasan por mucho el diametro de las gotas magenta depositadas, mostrando incluso

birrefringencia en algunas de sus caras.
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4. CONCLUSIONES

IS-RT-PCR

La técnica de IS-RT-PCR puede ser semicuantitativa si se estandarizan las
condiciones de visualizacion del tejido en el microscopio.

El mesdfilo expuesto de un fragmento de hoja tras ser cortado, no permite
la difusion de moléculas grandes como enzimas a pesar de haber espacios
para el flujo de aire.

La técnica de IS-RT-PCR posee mayor sensibilidad que ISH dada la etapa
de amplificacién, sin embargo no se habia descrito en la bibliografia que
una parte de los amplicones es perdida por los lavados.

Las etapas de permeabilizacion descritas en la bibliografia para el analisis
inmunohistoquimico de 6rganos completos de plantas, también son utiles
para el analisis por IS-RT-PCR de fragmentos de hojas.

Las etapas de permeabilizacion empleadas no son suficientes para lograr la
degradacion del cpDNA o gDNA en un fragmento de hoja.

La tinta china es un colorante en suspension que sirve para analizar el
grado de permeabilizacién de un fragmento de hoja.

El tratamiento con MeOH caliente parece no eliminar por completo la

cuticula de hojas de A. hypochondriacus.

MALDI-MSI

La hoja de papaya (Carica papaya) posee una (S) proteasa (s) con mucha
actividad, y que no es desnaturalizada por las condiciones reductoras, SDS
0 pH durante el analisis en gel de poliacrilamida. Por ello, podria ser un
buen modelo para estudios estabilizacién de hojas por calor.

Una mezcla de carboximetilcelulosa al 2% en sacarosa 9.25% genera un

medio de inclusién bastante bueno para cortes en criostato a -20 °C.
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El secado al vacio y temperatura ambiente de los cortes provenientes del
criostato, mantiene mejor la integridad del corte que el secado en frioy a
presion ambiente.

El cabezal de tinta negra de la impresora EPSON T50 es capaz de aplicar
pefias gotas discretas de tinta de manera muy precisa. Esto le da un gran
potencial para usarse en los tratamientos in situ.

El tamafio de los cristales de matriz formados tras su aplicacién es
independiente del tamafio de la gota de la que provienen. En ese sentido se
tiene que analizar la resolucion del andlisis en términos del area
muestreada por la gota de matriz, el tamafio del cristal y el diametro del

laser.

Generales

La técnica IS-RT-PCR no ha sido tan explotada como ISH, quiza debido a
su laboriosidad. Sin embargo, si se desarrolla un protocolo mas sencillo y
semicuantitativo, se podria aumentar el interés en esta técnica.

MALDI-MSI es una técnica relativamente novedosa que esta siendo a
penas explorada y explotada. En ese sentido hay mucho potencial de
innovacion y descubrimiento con esta herramienta.

El presente trabajo comprende solo una parte de los aspectos a optimizar
en las técnicas IS-RT-PCR y MALDI-MSI en hojas de plantas. Aun falta
indagar en las posibles variables de cada etapa de estos experimentos para

determinar las condiciones optimas.
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CAPITULO Il: CARACTERIZACION DE CRISTALES DE OXALATO
DE CALCIO EN HOJAS DE AMARANTO

5. INTRODUCCION

El calcio es un nutriente esencial para las plantas, que lleva a cabo muchas
funciones fundamentales en el metabolismo celular.** Como una molécula
sefializadora, las concentraciones citoplasmaticas de Ca®* deben estar por debajo
de 1 mM,*®*" cuando estas concentraciones son excedidas, ocurre un dafio celular
o tisular.*® Las plantas tienen diversos mecanismos para controlar el exceso de
Ca?*, uno de ellos es su secuestro en la forma de sales de oxalato, carbonato,
sulfato, silicato y malato.*® Los cristales de oxalato de calcio (CaOx) ocurren en la
mayoria de plantas fotosintéticas, representando 10% o mas del Ca** total. Ellos
pueden ser encontrados como depdsitos intra- y extra-celulares en varios tejidos y
6rganos tales como raices, stber, tallos, flores, frutos y semillas.>*>* La morfologia
de los cristales de CaOx es especie-especifica indicando es regulada
genéticamente, andlogo a la biomineralizaci6n en animales.®**® La
biomineralizacién en plantas es una combinaciébn de procesos bioquimicos y
fisioldégicos en el que organismos vivos forman cristales inorganicos o agregados
cristalinos, la mayoria del tiempo regulado por macromoléculas biolégicas.>*™° Los
cristales de CaOx son formados dentro de vacuolas de células especializadas
llamadas idioblastos cristalinos.>’° Las morfologias de los cristales de CaOX
incluyen romboédrico en forma de bloque o cristales prismaticos presentes como
cristales Unicos o multiples por célula, grandes y elongados estiloides
rectangulares que aparecen como cristales Unicos por célula, haces de cristales
de rafidios con forma de aguja (aciculares), masas de pequefios cristales
angulares llamados cristales de arena, y cristales conglomerados multifacéticos

llamados drusas, a menudo Unicos pero también maltiples por célula.®

Aungue los cristales de CaOx han intrigado a los cientificos de plantas por un

largo tiempo, sus roles funcionales son aun pobremente entendidos. Actualmente
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se considera que los cristales de CaOx estan involucrados en el endurecimiento
de tejidos, en la homeostasis de calcio, como un balance de iones, detoxificacién
de metales pesados y/u oxalato, recoleccién y reflexion de luz, y proteccién de la
planta contra herbivoros.>°®®® La mayoria de estas hipétesis se enfocan en los
iones de calcio, mientras el oxalato es considerado como un contra i6n para unir
calcio, sin embargo el oxalato representa un rica fuente de carbono que pudiera
ser utilizada en la forma de CO, en la fotosintesis, convirtiéndose asi en un

almacén de C0O,.%*%
Los cristales de CaOX de amaranto no han sido aislados ni caracterizados, por lo

tanto, el objetivo del presente estudio fue caracterizar la morfologia y composicion

de los cristales de CaOx en hojas de amaranto.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Plantas

Semillas de Amaranthus hypochondriacus cv Nutrisol fueron germinadas en
substrato para germinacion de semillas mezcla BM2 (Berger). Las plantulas de 8
dias fueron trasplantadas a 500 g del mismo substrato y fueron crecidas en una

camara climética a 25 °C con 12 h de luz/oscuridad.

6.2 Observacion de cristales de CaOx in situ

Se usaron dos muestras de hoja de amaranto, una fresca y una aclarada. Para el
aclaramiento, una hoja de amaranto fue cosechada y aclarada de acuerdo al
protocolo de Warner et al.®® Una hoja fresca y una aclarada fueron cortadas en
fragmentos cuadrados, montadas en sendos soportes para criostato y enfriadas a
— 20°C durante 1 h. Para obtener cortes paradermales, la superficie de la hoja se
mantuvo horizontal respecto a la superficie del soporte, y se obtuvieron cortes de
20 um. Para obtener cortes transversales, la superficie de la hoja se mantuvo
perpendicular al soporte y se obtuvieron cortes de 50 um. Los cortes se
observaron al microscopio (Axio imager M2 Carl-Zeiss) con la técnica DIC, y se
tomaron fotomicrografias. Para la observacion de la vena media, se cortdé un
fragmento de 2.0 X 2.5 cm de una hoja aclarada y fue montado en una laminilla.
Se tomaron fotomicrografias de campo claro en esteromicroscopio (Zeiss
Discovery V8). Un corte paradermal fue secado, cubierto con oro y analizado por
microscopia electrénica de barrido de alta resolucién (FEI XL30-SFEG). Se llevo a
cabo un analisis elemental con espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

(EDX), que permitié conocer la composicion elemental in situ de las drusas.
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6.3 Aislamiento y andlisis de cristales de CaOx de hojas de amaranto

Se cosecharon 20 g de hojas frescas de amaranto, se enjuagaron con agua de la
llave, con agua desionizada y se desinfectaron en hipoclorito de sodio 1% durante
30 min. Se enjuagaron de nuevo con agua desionizada y se molieron en licuadora
(Oster Wisconsin, MI, USA) durante 2 min a maxima velocidad con 250 mL de
agua tipo I. Se filtr6 con ocho capas de gasa para retirar los remanentes mas
grandes, y luego se centrifugd a 2000 g durante 10 min. Se descartd el
sobrenadante y el sedimento se lavdO dos veces con agua desionizada,
centrifugando a 2000 g durante 10 min en cada lavado. Se resuspendié el
sedimento en 3 mL de agua tipo I, se colocé sobre 30 mL de percoll (GE
Healthcare Cd. Juarez, BC, México) cuidando que no se mezclaran las fases y se
centrifugd a 30000 g durante 30 min. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento
se lavd con 15 mL de agua tipo I, se centrifugd a 2000 g durante 10 min. Se
resuspendid el sedimento en una solucién de driselasa 0.2 % (Sigma Aldrich),
0.15% de macerozima (Karlan) en MES 2mM (Sigma Aldrich) pH 5.0. Se incubd
durante 5 h con agitacion a 200 rpm (Lab companion Shelburne, VT, USA).
Después, se centrifugd a 2000 g durante 10 min, se descartd el sobrenadante y el
sedimento se lavd con agua tipo | y se centrifugé a 2000g durante 10 min. Se
descarto el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 3 mL de agua tipo I, se
vertio sobre 25 mL de percoll (GE Healthcare) cuidando que no se mezclaran las
fases y se centrifugd a 30000 g durante 30 min. Se descarté el sobrenadante, se
resuspendié el sedimento en 10 mL de SDS 1%, y se incub6 a temperatura
ambiente con agitacion a 200 rpm durante 30 min. Se centrifugd a 5000 g durante
10 min, se recolect6 el sobrenadante (fraccion SDS) y una porcion del sedimento
(sedimento SDS) para ser analizados posteriormente. El resto del sedimento se
lavd con 10 mL de agua tipo | y se centrifugd a 2000 g durante 10 min. El
sobrenadante se descartd, el sedimento se resuspendié en 4 mL de buffer de
extraccion (urea 7 M, tiourea 2 M y triton X-100 2%) y se agité durante 1 min en
vortex. Se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos. Se formaron tres fases, una
superior limpida, una media viscosa y el sedimento, se recolectaron la fase

limpida (fraccion limpida), la viscosa (fraccion viscosa) y una porcion del
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sedimento (sedimento en buffer de extraccién) para ser analizadas. El resto del
sedimento se resuspendid en 4 mL de buffer de extraccion y se sometié a
ultrasonido durante 20 min. Se centrifugé a 10000 g durante 10 min, se recolecté
el sobrenadante (fraccion de sedimento) y el sedimento (sedimento tras proceso

completo) para ser analizados.

Andlisis de las fracciones extraidas: Se precipitaron las proteinas extraidas
agregando 40 mL de acetona (Sigma, Saint Louis, MO, USA) a cada fraccion y
enfriando durante 90 min a -20 °C. Se centrifugé a 17000 g durante 10 min, se
descarté el sobrenadante y se dej6 secar 10 min el precipitado. Se pesaron
aproximadamente 10 mg de cada precipitado y se solubilizaron en 100 uL de
buffer de carga en condiciones reductoras y desnaturalizantes. Se calenté a 90 °C
con agitacién de 1400 rpm (Thermomixer compact, Eppendorf) durante 10 min. Se
analizaron 10 pL de esta solucion mediante R-SDS-PAGE como se indico en el

numeral 2.2.1.

Analisis de los sedimentos: Se lavaron 20 yL de cada sedimento con 100 pL de
agua, y se centrifugé a 17000 g durante 1 min. Se descart6 el sobrenadante, los
sedimentos se resuspendieron en 100 pL de colorante de coomassie normal y se
dej6é incubar 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 17000 g durante 1
min, se descartd el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 100 uL de
solucion de destefido y se dejo incubar durante 1 min. Se centrifugd a 17000 g
durante 1 min, se descart6 el sobrenadante y el sedimento se lavé con agua tipo |I.
El sedimento SDS se tifid de la misma manera con yodo lugol, y se destifio con
agua tipo I. Se centrifug6 a 17000 g durante 1 min, el sobrenadante se descarté y
el sedimento se resuspendié en 20 uL de glicerol al 40%. Se observaron 10 uL de
cada suspension al microscopio mediante la técnica DIC (Axio imager M2 Carl-

Zeiss).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Observacion de cristales de CaOx in situ

Se observo la presencia de dos morfologias de cristales de oxalato de calcio en
hojas de amaranto, los cristales en forma de arena y las drusas. Las drusas se
observan como grandes nucleos circulares café oscuro en microscopia de campo
claro, que se intercalan entre las células de vaina del haz (Figura 29 A). Poseen
un didmetro entre 20 y 56 um en funcion de su desarrollo. Por ejemplo, en la figura
29 B se puede observar una drusa en formacion con un diametro de apenas 20
um, mientras que las mas grandes poseen un diametro de hasta 56 um. Cuando
se observan en microscopia por DIC se puede observar birrefringencia (Figura 29
B y 29 C). En general, las drusas se encuentran en idioblastos intercalados entre
las células de mesdfilo y vaina del haz, estando siempre mas cercanas a las
células de la vaina del haz. Inclusive, la pared celular de los idioblastos esta
asociada a la pared de las células de la vaina del haz, algo que no sucede con las
células de mesofilo, como se vera mas adelante. Por su lado, el CaOx en forma de
cristales de arena se detectd solamente en venas principales de la hoja que
poseen colénquima. Se encuentra en cumulos que toman la forma alargada de
estas células que dan la impresion de ser un cristal solido cilindrico al ser
observados directamente en las venas (Figura 29 D). Sin embargo, al hacer un
corte transversal de la vena principal de la hoja, se puede apreciar que son
cumulos de cristales con forma de piramide que poseen una longitud de 3.2 a 4.2
um de largo de uno de sus lados (Figura 30). Ademas, en la Figura 30 A se puede
observar que la formacién de drusas y cristales de arena son tejido-especifico, ya
que las drusas solo se pueden observar en el limbo, los cristales de arena en la

vena media de la hoja.
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Las drusas son un conglomerado de cristales, a diferencia de los cristales Unicos
presentes en los cristales de arena. Para analizar con méas detalle la morfologia de
las drusas y su composicién, se observaron con microscopia electrénica de
barrido. En la Figura 31 A se observa que una drusa estd compuesta por un
cumulo de cristales de diferentes tamafios con bordes afilados. Al hacer un
analisis elemental por medio de EDX sobre la drusa, se observan
predominantemente los elementos Ca, O, y C, constituyentes del oxalato de calcio
(Figura 31 B). Si se realiza el mismo andlisis en una zona donde no hay drusas,
por ejemplo la pared celular de una célula de la vaina del haz (Figura 31 C), la
sefial de calcio disminuye drasticamente (Figura 31 D). Esto comprueba que en
las drusas hay una gran acumulacion de calcio, muy probablemente en la forma
de oxalato de calcio. Una sefal particularmente intensa en el espectro de la Figura
31 D es la del Si, esta sefial se debe a que el haz de electrones toco parte de la

laminilla de vidrio.
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Como se mencion6 anteriormente, la pared celular del idioblasto est4 asociada a
la pared celular de las células de la vaina del haz, esto se puede observar en la
Figura 32. Esta observacion es interesante, ya que el idioblasto puede aportar
soporte estructural a la hoja al estar unido a las células de la vaina del haz. Por
otro lado, en esta misma Figura se puede observar cdmo las células de la vaina
del haz estdn herméticamente unidas a los haces vasculares; no hay algun
espacio de haz vascular sin cubrir por células de vaina del haz. Esta imagen
contrasta con lo que sucede en el trigo (Figura 24), donde el mesdfilo al secarse
se contrae y deja descubierto casi por completo los haces vasculares. Es decir, se
pueden apreciar con mas detalle las diferencias entre una hoja Cs (trigo) y C4
(amaranto). Por ultimo, en la Figura 32 se puede observar también que se ha
perdido por completo las células de mesdfilo, similar a como se observa en la
Figura 9, producto de los tratamientos a la muestra. Con esta observacion, es
claro que se debe tener un cuidado particular con las hojas de amaranto al ser

analizadas, ya que pierden facilmente las células de mesofilo.

Las morfologias observadas (cristales de arena y drusas) son controladas por
procesos biologicos en los que se cree estan asociado macromoléculas como las
proteinas.”> Asi mismo se ha reportado que algunas proteinas aisladas de

drusas sirven como centro de nucleacion de oxalato de calcio.?®’

En la Figura 33 se muestran una drusa fracturada. En ella se puede observar que
el exterior es cristalino, con angulos afilados mientras en el interior se observa una
masa continua amorfa. Esta masa pareciera unir a los cristales en el conjunto
drusa y quiza se trate de proteinas como las descritas en estudios previos,

responsables de la nucleacion.
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Figura 32. Asociacién entre la pared celular de idioblastos y células de vaina del haz. HV:

Haces vasculares. CVH: Células de la vaina del haz.
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Figura 33. Microscopia electrénica de barrido de drusas del interior de una drusa fracturada.
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7.2 Aislamiento y andlisis de cristales de CaOx de hojas de amaranto

Para determinar si hay proteinas asociadas a las drusas, estas se aislaron y se
analizaron mediante microscopia y R-SDS-PAGE. Al sedimento de un molido de
hojas de amaranto se le dio una serie de tratamientos con el fin de aislar y
enriquecer los cristales de CaOx. Después de separar con percoll el sedimento
crudo, se logré eliminar una gran cantidad de detritus de hoja, obteniendo un
sedimento blanco en su mayoria con algunos residuos verdes. Se le dio un
tratamiento con driselasa y macerozima esperando que la pared celular de los
detritus remanentes se degradara, disgregandolos en particulas pequefias de baja
densidad. Asi podrian ser separados de los cristales de CaOx por diferencia de
densidad. Después de centrifugar en percoll el sedimento tratado con driselasa y
macerozima, se elimind otra fraccion de detritus consiguiendo un sedimento mas

blanco, pero aun con pequeiios indicios de detritus.

Con el lavado en SDS 1% se pretendia solubilizar las proteinas que pudieran estar
unidas débilmente a los cristales, como producto de la mezcla de cristales y
detritus celulares al moler. Sin embargo, en la fraccion SDS analizada por R-SDS-
PAGE no se detectaron proteinas (Figura 34). Por otro lado, el sedimento SDS
contiene cristales de CaOx en forma de drusas y cristales de arena, pero también
una gran cantidad de almidon (Figura 35 A). Después, con el lavado en buffer de
extraccion se pretendian solubilizar proteinas fuertemente unidas a los cristales, y
por tanto con mayor probabilidad de participar en la creacion de los mismos. Se
obtuvieron tres fases después de centrifugar: una limpida superior, una viscosa
media y el sedimento inferior. En la fraccion limpida se observan tres bandas en el
gel y en la fraccién viscosa ninguna (Figura 34). En el sedimento, el almidén
observado anteriormente ya no esta, fue eliminado por el buffer de extraccion, sin
embargo se observan detritus celulares aun (Figura 35 B). En este detritus se

observa una coloracion azul, indicativa de la presencia de proteinas.
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Por dltimo, tras someter el sedimento anterior a sonicacion con buffer de
extraccion, no se detectaron proteinas en el sobrenadante obtenido (Figura 34).
Sin embargo, en el sedimento la cantidad de detritus disminuyd, se observan
enriquecidos los cristales, y se encontraron algunas drusas fracturadas con

coloracion azul en el interior, indicativo de proteinas (Figura 35 C).

Las proteinas detectadas en la fraccion limpida se analizaron por espectrometria
de masas y se encontrd similitudes con sintasa de almidon acoplada a granulo
(datos no mostrados). Este resultado tiene sentido al observar que tras el lavado
con buffer de extraccion desaparecen los granulos de almidon y aparecen estas
bandas. No se pudieron extraer proteinas asociadas a las drusas. Sin embargo en
las microscopias de la Figura 35 C se tiene evidencia de su posible presencia, ya
gue se encontraron varias drusas como la que se muestra en la imagen,

fracturadas y que su interior se ha tefiido con el colorante de coomassie.

kDa A B C D E

+—1

Figura 34. Analisis de los extractos proteinicos de
sedimentos generados en la purificacién de drusas por
R-SDS-PAGE. Fraccidon SDS: sobrenadante obtenido tras
lavar los cristales con SDS 1%. Fraccion limpida:
Sobrenadante obtenido en la parte superior del tubo tras
lavar los cristales con buffer de extraccion. Fraccion
viscosa: Sobrenadante obtenido en la parte media del tubo
SERUmEREOR (18 Raws mceraleg tras lavar los cristales con buffer de extraccién. Fraccion de

B: Fraccion SDS

C: Buffer de extraccion - fraccién limpida sedimento: sobrenadante obtenido tras someter los
D: Buffer de extraccion - fraccion viscosa . . ..
E: Buffer de extraccién - fraccion de sedimento  CriStales a ultrasonido con buffer de extraccion.
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8. CONCLUSIONES

Amaranthus hypochondriacus acumula cristales de CaOx en sus hojas en
forma de drusas en el limbo, y en forma de cristales de arena en el
colénguima de venas principales.

Las drusas de A. hypochondriacus son agregados de cristales de diferentes
tamafios que muestran birrefringencia, y llegan a medir hasta 56 um de
diametro.

El CaOx en forma de cristales de arena de A. hypochondriacus son
pequenos cristales piramidales separados y birrefringentes, que poseen un
tamano de 3.2 a 4.2 um de largo de uno de sus lados.

Las drusas se encuentran dentro de idioblastos que estan a su vez
inmersos entre las células de mesdfilo y vaina del haz.

La pared celular de los idioblastos esta asociada a la pared celular de las
células de la vaina del haz, esto no sucede con las células de mesofilo.

Los cumulos de cristales de arena forman lineas discontinuas en las venas
principales de la hoja de A. hypochondriacus.

Las drusas poseen un exterior con aspecto cristalino y con angulos afilados,
mientras en el interior tienen un aspecto amorfo y continuo.

Los granulos de almidon poseen una densidad cercana a los cristales de
CaOx, por lo que sedimentan juntos en una separacion con percoll.

Los nucleos de drusas fracturadas se pueden tefir con colorante de
coomassie, por lo que es probable que contengan proteinas en su interior.
Esta proteina podria funcionar como un adhesivo.

Para solubilizar y purificar las probables proteinas asociadas a drusas hace
falta un tratamiento que eliminé el almidoén, y después otro que disuelva las

drusas.
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