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RESUMEN. La produccion de anticuerpos meonoclonales especificos para hormonas vegetales puede realizarse hoy en dia. La
cuantificacién de honmonas vegetales es de gran interés para los clentlficos interesados en explicar procesos fisioldgicos. En
afos recientes, se han establecido los inmunoensayos para su detaccidn v cuantificacidn. Los anticuerpos monoclonales son
utiizados para el inmunoensaye por la gran especificidad, pues no reaccionan con otros compuestos similares a.las hormo-
nas. Los inmunoensayos pueden detectar bajas concentraciones de harmonas vegetales igualande o superando a los méto-
dos fisicoquimicos. Una de las ventajas de los inmuncensayocs s que la muestra vegetal no necesita gran pureza como en los
métodos fisicoguimicos, ¥ ademas se pueden analizar muchas muestras al mismo tiempo. En el presenta reporte presentamos
informacidn actualizada y basica acerca de este tema.
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PLANT HORMONES QUANTIFICATION BY ANTIBODIES

SUMMARY, Production of specific monaclonal antibodies for plant hormones can be carried out today. Endogenous plant hor-
mones concentrations have always been a great challenge for scientists who are interested in explaining physiclogical pro-
cesses. In recent years, it has been established immunoassays for the detection and quantification of plant harmones. Mong-
clonal antibodies are used for the Immunoassay because The immunoassays can detect even lower concentrations of plant
hormones than physicochemical methods, They are very specific and do not react with other compounds similar to the hormo-
nes. The advantages for the use of immunoassays in plant samples are: that the samples do not need to be as pure as those
needed for physicochemical methods, and several samples can be analyzed at the same time. In the present report we upda-

ted basic information on this topic,
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INTRODUCCTON

Muchos de los aspectos del ciclo de vida de una
planta estan controlades por hormonas vegetales. Las
hormonas vegetales como auxinas, citocininas, gibe-
relinas, acido abscisico y etileno estan involucradas en
el control del crecimiento y diferenciacion asi como en
la requlacion de actividades metabélicas (Davies et al.,
1985; Taiz y Zeiger, 1991).

Cada hormona vegetal tiene miitiples efectos, de-
pendiendo del sitio de accion, la etapa de desarrollo de
la planta y la concentracién de la hormona (Taiz y Zei-
ger, 1991},

Las hormonas vegetales son producidas en
concentraciones muy pequefias, y pueden actuar
alterando la expresién de genes, la actividad de
enzimas o cambiando las propiedades de las mem-

branas. Esto provoca cambics en el metabolismo y
desarrollo de la célula. (Taiz y Zeiger, 19591).

Las auxinas promueven la elongacion de células en
tallos jovenes o coleoptilos, la auxina natural mas re-
portada es el acido indolacético (AlA). Las citocininas
estimulan la division celular de raices, embriones y
frutos. Las giberelinas estimulan el crecimiento en ho-
jas y tallos, pero tienen poco efecto sobre el crecimien-
to en raices. El desarrollo del fruto es otro caso en el
cual actian en conjunto con auxinas y citocininas.
También, las giberelinas son liberadas por el embridn
para romper la latencia e inducir la germinacién de la
semilla. El acido abscisico es un inhibidor del creci-
miento, interviene en fenémenos como la latencia de
yemas durante el invierno e inhibe la division celular en
el cambium vascular. Ademas el “cido abscisico ayuda
a la planta a soportar condiciones de sequia cuando se

Hayista Chapnpa. 1906 Horlleukura, 5; B5-83
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acumula en la hoja y causa el cierre de estomas, Por
ultimo, el etileno se conoce que interviene en la madu-
racién de frutos, como inhibidor de la elongacién celular
y acelerador en procesos de senescencia (Taiz y Zei-
ger, 1991).

Las técnicas de extraccion y purificacion son ne-
cesarias para estimar concentraciones de hormonas
en plantas {Larqué-Saavedra y Rodriguez-Gonzalez,
1893). Los métodos fisicoguimicos tales como cro-
matografia de gases, cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, High Performance Liguid Chroma-
tography) y espectrometria de masas, y algunas de
sus combinaciones han sido utilizados para cuantifi-
car hormonas vegetales, sin embargo, durante los
Gltimos afios se ha establecido una metodologia
generando anticuerpos especificos para su detec-
cidn y cuantificacién, (Walton et al, 1879; Weiler,
1882 Wiler, 1984 Weiler et al, 1988). Para estable-
cer un inmunoensayo es posible realizarlo utilizando
anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales
{suero del animal), en este ultimo varios anticuerpos
pueden llegar a reconocer a la hormona vegetal.

Actualmente, es posible producir un nimero grande
de anticuerpos especificos contra alguna moléecula. El
grado de afinidad, las propiedades fisicas y el grado
especifico del anticuerpo pueden seleccionarse, segun
los fines de la investigacion, La produccion de anti-
cuerpos monoclonales involucra un gran consumo de
tiempo, pero afortunadamente existe una amplia gama
de anticuerpos que son comercializados por diferentes
compafias en el mundo (Campbell, 1984, Goding,
1986; Wang, 1980; Weiler ef a., 1986).

Asi, los anticuerpos producidos contra una hor--
mona vegetal son usados para establecer los métodos
de deteccién y cuantificacidn llamados inmuncensayos,
gue son de dos tipos; uno llamado inmunoensayo tipo
ELISA por sus siglas en inglés Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay y el otro denominade radioinmun-
oensayo, en el cual ademas del anticuerpo se utiliza
radioactividad para la deteccidn y cuantificacion de la
harmona, mas adelante se explicara en que consiste
cada uno de ellos.

Los radioinmuncensayos en tejidos vegetales fue-
ron establecidos por Walton et al. (1978} y Weiler
{1979}, ambos originaron anticuerpos en conejos. Los
primeros inmunoensayos de tipo ELISA fueron reporta-
dos por Weiler (1882) y Daie y Wyse (1980, 1982),

Los inmunoensayos proveen dentro de la fisiologla
vegetal, una herramienta m&s para medir concen-
traciones de hormonas en tejidos vegetales, lo que

Cuanlificacitn da harmosas. ..

permite tener un mejor entendimiento de su distribucién
celular, fisiclogia y bicguimica (Davies et al,, 1985, Neill
y Horgan, 1987; Tahara ef al, 1991, Taiz y Zeiger,
1981; Walker-Simmens y Abrams, 1991; Walton et al.,
1979; Weiler, 1982; Weiler, 1984). El desarrollo de in-
muncensayos ha dado como resultado un método rapi-
do y sensible, dado que se pueden procesar un gran
numero de muestras vegetales (Davies et al,, 1985).

RESPUESTA INMUNOLOGICA

El sistema inmune de cualquier animal reconoce y
elimina a invasores o sustancias extrafias madiante un
proceso conocido como respuesta inmunologica. Una
sustancia capaz de producir una respuesta inmuno-
légica es llamado antigeno. El concepto antigeno es
muy usado para indicar las moléculas que reaccionan
con los anticuerpos, los antigenos mas comunes 5on
las proteinas y los polisacarnidos; en este sentido la
hormona vegetal es un antigeno (Becker y Deamer,
1891). En la sangre de mamiferos, existen dos clases
de células llamadas linfocitos: los B y T. siendd los
linfocitos B los que producen anticuerpos, cada linfocito
lleva consigo anticuerpos unidos a la membrana plas-
matica, en su superficie exterior (Becker y Deamer,
1991).

En teoria, el sistema inmune de cualquier animal
puede producir anticuerpos, los cuales mas tarde pue-
den aislarse y separarse para usarse en los inmun-
oensayos (Campbell, 1984; Goding, 1986; Wang, 1990;
Weiler, 1984).

EL ANTICUERPO COMO MOLECULA

Cada molécula de anticuerpo (también denominado
inmunoglobulina G) tiene dos funciones, reconocer el
antigeno uniéndose a él y asistir en su destruccion y
eliminacion, La molécula de anticuerpo tiene forma de
', con dos sitios idénticos de enlace para el antigeno
en sus ramificaciones y un sitio efector que es largo
(Figura 1). Las dos ramificaciones (sitios de reaccion
del antigeno), estan conectadas al sitio efector por
medio de una regién giratoria. La estructura de la re-
gitn giratoria, permite a las ramificaciones ser flexibles
y unirse a dos moléculas de antigeno simul-
taneamente. La molécula del anticuerpo consta de
cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas ligeras y
dos cadenas pesadas que son identicas, respec-
tivamente en cada ramificacién hay una cadena pesada
y una ligera. El peso de la cadena ligera llega a ser de
23,000 Daltones y el de |la pesada de 55,000 Daltones
{Becker y Deamer, 1991).
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Fig. 1. Estructura molecular de un anticuerpo.

COMPLEJO HORMONA-PROTEINA

Todas las hormonas vegetales son de bajo peso
molecular y no praducen respuesta inmunclégica en el
animal, por lo que tienen que ser unidas a una proteina
para formar una melécula mas grande. Como la protei-
na si produce un respuesta inmunaolégica en el animal,
se producen anticuerpos contra la proteina, pero tam-
bien anticuerpos contra la hormona vegetal. Mas tarde,
pueden aislarse y separarse estos anticuerpos especl-
ficos contra la hormona vegetal y usarse en el inmuno
ensayo (Wang, 1990, Weiler, 1984, Weiler et al., 18966).

La albumina de suelo bovino y alblmina de suero
humano son proteinas utilizadas para acoplar hormo-
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nas vegetales en relacién hormona: proteina de 4:1 y
hasta de 10:1 para acido absclsico, citocininas y gibe-
relinas (Wang, 19390).

ANTICUERPO MONOCLONAL ¥ ANTISUERD

Para el establecimiento de los primeros inmuno-
ensayos se utilizo suero obtenido de los animales in-
munizados, a lo cual se le denomind antisuero contra
hormonas vegetales, pero el problema con estos anti-
SUEros es que contienen varios anticuerpos algunos de
los cuales reaccionan contra la hormona vegetal y ofros
reaccionan contra la albimina a las gue estan unidas.
El antisuero puede ser purificado en una columna de
afinidad y asi obtener un solo anticuerpo contra un
antigeno especifico; sin embargo, ain pueden haber
otros anticuerpos después de la purificacion (Weiler et
al, 1986). Ademas se tiene el problema de que llegan a
reaccionar con algunos analogos o conjugados de las
hormonas vegetales que tienen una estructura muy
similar a la forma libre de la hormaona.

Posteriormente, con el desarrollo de las técnicas
inmunologicas se aislaron los anticuerpos especificos
que solo reaccicnaron con la hormona vegetal y se les
denoming anticuerpos monoclonales, Los linfocitos B
que son las células gue producen anticuerpos especifi-
¢os contra una hormona vegetal, pueden fusionarse
con una célula cancerosa que se divide numerosamen-
te y formar un hibrido, el cual puede dividirse en gran
nimero y al mismo tiempo producir anticuerpos de un
solo tipo {Campbell, 1884; Goding, 1886; Weiler et al,
1986).

Los anticuerpos monoclonales son una importante
herramienta en los inmunoensayos y ahora es posible
generar cantidades grandes e anticuerpos mono-
clonales contra una hormona vegetal especifica. La
ventaja principal de los anticuerpos monoeclonals es que
la contaminacion por otros anticuerpos gue puedan
reaccionar con el antigeno es totalmente descartada

CUADRO 1. Caracteristicas del antisueroc y anticuerpo monoclonal (Tomado de Weiler, 1984).

Anticuarpo monoclonal

Antisuero

b Consume tiempo y es caro de realizar el
proceso para la obtencidn del anticuerpo

b Hay que realizar varias revisiones durante su
desarrollo.

b Alta afinidad ¥ capacidad especifica de los
anticuerpos

b Monaclenales

b Relativamente barato y facil de obtener los
anticuerpos

b Solamente una revisian final durante su
realizaciin

b Una moderada afinidad y capacidad
especifica

b Policlonales

Revasta Chapirgo. 1966, Horoutura, 5 BS-53
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por la especificidad con la que actaan (Cuadro 1).

La produccion de anticuerpos monocionales a partir
de los hibridos descritos anteriormente, es un proceso
caro y se requiere de un laboratorio espacializade en
inmunologia, existen diferentes compariias que produ-
cen anticuerpos monoclonales Ildetec (E.U), Phytos-
cience (Francia). En cambio, la produccion de un anti-
suero uniforme contra una hormona vegetal, puede
tomar unos cuantos meses en un laboratorio no espe-
cializado en inmunologia. Hoy en dia el uso de antisue-
ros contra hormonas vegetales ha guedado restringido,
pues por la gran especificidad de los anticuerpos mo-
noclonales, son mas aceptados para la deteccion y
cuantificacién de éstas,

ESTABLECIMIENTO DE INMUNOENSAYOS

Fara el establecimiento de un inmunoensayo ELI-
SA, generalmente se utiliza una placa de poliestireno
(Figura 2},la cual tiene 96 pozas de un tamafio aproxi-
mado de 0.7 centimetros de didmetro por 1.2 centime-
tro de profundidad, el volumen de cada poza es de
unos 300 microlitros (0.3 mililitros). El volumen utilizado
es pequefio ya que la cantidad de anticuerpos también
lo es, ademas la hormona vegetal se encuentran en
cantidades muy bajas, por lo que este sistema de in-
munoensayos esta desafrollado para detectar pegue-
fias cantidades de hormona vegetal en el orden de
picogramos. Los soportes solidos (placas) absorben los
anticuerpos por medio de interacciones hidrofébicas, el
anticuerpo es agregado en cada poza (200 pl) con un
amortiguador de pH 7.5, o gue favorece que el anti-
cuerpo se adhiera a la pared de la poza y se incuba la
placa durante 24 horas a 4°C. Una vez que los anti-
cuerpos estan sujetos al soporte, puede agregarse la
hormona obtenida de la muestra vegetal y la otra hor-
mona la cual estd unida a una enzima (Figura 3A)
(Campbell, 1984; Engvall y Perimann, 1972a; Engvall y
Perlmann, 1972b; Goding, 1986).
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Fig. 2. Placa de ELISA para realizar el inmunoensayo

Cumnbficaciin @8 hormonas. .

La hormona vegetal se agrega con un amortiguador
(pH 7.5) para que reaccione con el anticuerpo mono-
clonal, tambien la hormona vegetal unida a la enzima
como una fosfatasa es agregada al mismo tiempo. La
hormona vegetal libre y Ia hormona vegetal con enzima
van a competir por los sitios de anclaje de los anticuer-
pos (Figura 3A). Algunos anticuerpos van a reaccionar
con la harmona vegetal libre (extraida de la planta) o
bien reaccionar con la hormona vegetal con enzima,
ambas hormonas van a competir por los sitios de reac-
cion del anticuerpe monoclonal. Al final se agrega el
sustrato de la enzim para desarrollar color,

Si hubo mucha hormona en la muestra vegetal la
intensidad del color de la poza de |a placa de ELISA va
a ser muy tenue, por el contrario, si en otra poza el
color se desarrolla muy intenso, significa que la concen-
tracion de la hormona vegetal libre es muy baja, la ma-
yorfa de |la hormona vegetal con enzima se pegaron a
los anticuerpos. De esta manera, establecemos que la
concentracion de la hormona vegetal libre es inversa-
mente proporcional a la intensidad del color desarrolla-
do (Weiler et al, 1986).

Otro sistema utilizado para el inmunoensayo ELISA
es hacer un conjugado de hormona-proteina (Acido
abscisico-albimina de suero bovino por ejemplo) y
pegarse directamente a la pared de la poza de la placa,
la albimina se pega y la hormona es la gue gqueda dis-
ponible para reaccionar con el anticuerpo monoclanal
{Figura 3B). Al agregar a |la poza el anticuerpo mono-
clonal y la hoermona de la muestra vegetal, algunos
anticuerpos reaccionan con esta ultima y ofros con la
hormona vegetal que se encuentra unida a la albumina.
Finalmente, se agrega ofro segundo anticuerpo que
esta unido con una enzima, para que reaccions con el
anticuerpo monoclonal, al agregar el sustrato de la
enzima podemos cuantificar la concentracion del anti-
geno por medio de una reaccion enzimatica y al igual
gue en el sistema anterior tambien el color es inversa-
mente proporcional a la concentracion de la hormona
de la muestra vegetal (Weiler ef a/., 1986).

Lina vez gue el anticuerpo monoclonal y la hormona
vegetal reaccionaron, las muestras son leidas en es-
pectrofotometros adaptados a las placas de ELISA, la
longitud de onda a que se lee depende de la enzima
utilizada en el sistema, por ejemplo, para la fosfatasa
alcaling es de 410 nanometros (Campbell, 1984

En el radioinmunoensayo el anticuerpo monoclonal
es combinado con la hormona de la muestra vegetal
directamente sin pegar el anticuerpo monoclonal a la
pared de la poza. La hormona vegetal estd marcada
radicactivamente (tritio [°H]. por ejemple), también se
agrega a la poza. Ambas maoléculas de hormona {libre y
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adioarctiva) reaccionan con los anticuerpos monoclona-
les gque se encuentran suspendidos en la poza. Si la
concentracion de hormona vegetal libre extraida de |a
planta es alta, la emision de radicactividad serd baja,
porgue muy poca hormona vegetal radicactiva se pegd
a los anticuerpos; por el contrario, si la concentracion
de |la hormona vegetal libre es baja, entonces mucha
hormona vegetal radioactiva reacciona con los anti-
cuerpos y la emision de radioactividad sera alta. La
emision de radicactividad es inversamente proporcional
a la concentracion de la hormona vegetal extraida de la
planta {Figura 3C). En un contador de cuentas se pue-
de detectar la emision de radicactividad (Campbell,
1984).

EL USO DE INMUNOENSAYOS

Como ya se menciong, las hormonas vegetales
pueden ser cuantificadas por los meétodos fisicoquimi-
cos como cromatografia de gases, HPLG, espectrome-
tria de masas, etc. Estos métodos modernos de anali-
sis han sido aplicados a todos los grupos de hormonas
vegetales. Por su sensibilidad y precisidn de analisis, el
HPLC ha sido utilizado para cuantificar todos los tipos
de hormonas excepto el etileno. El analisis de hormo-
nas de crecimiento por cromatografia de gases en
combinacion de espectrometria de masas ha sido tam-
bién utilizada para la identificacién de hormonas vege-
tales. Sin embargo, estos métodos son demasiado
caros y consumen mucho tiempo para un andlisis de
rutina y multiples muestras. En estos métodos se tienen
gue remover todos los compuestos que interfieren el
analisis de una hormona, compuestos que estan pre-
sentes en un tejido vegetal coma hoja, tallo, raiz, etc.
{Davies et al., 1985). Hay que hacer toda una serie de
particiones con diferentes solventes como metanol,
éter, diclorometano, etc., de las muestras vegetales
para remover impurezas, siendo este procedimiento
muy tedioso y ademas llega a haber perdidas de la
hormona y es un procedimiento gue consume mucho
tiempo. En contraste, los inmunoensayos tienen una
alta selectividad, por la gran afinidad de los anticuerpos
hacia las hormonas vegetales y pueden detectar bajas
cantidades de éstas, cantidades del orden de pico-
gramos de hormona vegetal { 1L'l"2 g} en extractos de
baja pureza, son de rapida realizacion y relativamente
baratos.

Con la produccidn de anticuerpos monoclonales,
los inmunoensayos han llegado a ser ampliamente usa-
dos en procesos fisiologicos, genéticos v bioquimicos
en donde estan involucradas las hormonas vegetales
(Daie y Wyse, 1982; Davies et al, 1585; Hirai, 1988,
Mertens ef al, 1983; Wang, 1990; Weiler, 1582; Weiler
et al, 1986). Estos métodos se han utiizado para de-

Cuantficacsdn de hormonas

terminar hormonas vegetales en floema, protoplastos
de celulas guarda, ralz e hipocotilo, asi como para ana-
lizar los gradientes en plantas.

La capacidad especifica de un anticuerpo monoclo-
nal es dependiente de |la naturaleza del enlace quimico
del conjugado {(hormona-proteina). Los anticuerpos
monoclonales contra conjugados de acido abscisico
unido a albimina de suelo de bovino al carbono 1
reaccionan a través del grupo carboxilo {Figura 4}. En
cambpio, los anticuerpos monoclonales producidos por
el conjugado para acide abscisico unido con albumina
de suerc bovine en el Carbono 4°, son mas especificos.

Fig. 4. Estructura quimica del acido abscisico.

La reproduccion y precision son necesarios en los
inmunoensayocs por lo que se deben de tomar en
cuenta los siguientes factores (Weiler ef al, 1986}

1). Los companentes similares a las hormonas, pueden
tener alta afinidad por los anticuerpos y podrian
reaccionar con éstos,

2). El uso de detergentes o residuos de solventes como
metanol, éter, etc., utilizados durante el proce-
dimiento de extraccion de la muestra vegetal o du-
rante la realizacién del inmunoensayo, pueden
perjudicar al anticuerpo monoclonal, provocando
que se suelte de la placa.

3). La pérdida de hormona durante su extraccion puede
afectar la precisién del inmunoensayo.

Para el caso de acido abscisico, se hizo un segui-
miento con tres diferentes anticuerpos monoclonales
obtenidosen diferentes laboratorios, para saber con
cuales analdgos podrian reacccionar, pues estan pre-
sentes en una estructura similar a la hormona original
{Tahara et al., 1991}

La especificidad de los anticuerpos para diferentes
analogos similares en estructura guimica al acido abs-
cisico fueron comparados. Dos anticuerpos el 15-Y-13
y DPBA, son altamente especificos para el analogo (+)-
2" 3'dihidro-acido abscisico con un 72 y 86% de reac-
cion, respectivamente. El tercer anticuerpo MACE2 no
tuvo reaccion con este analogo, pero reacciono con



otro analogo, el (+)-2',3'-dihidro-acido abscisico-aceti-
l&nico con una reaccion del 44%, mientras que los otros
dos anticuerpos monoclonales no tuvieron reaccién con
este compuesto. Esto demuestra que los anticuerpos
monoclonales preparados para el mismo regulador de
crecimiento pueden tener diferente especificidad y limi-
taciones para medir dcido abscisico de una planta en
la presencia de sus analogos (Walker-Simmons el al,
1991).

Hoy en dia se han producido anticuerpos mono-
clonales contra todas las hormonas a excepcion del
etileno que por su configuracidn gaseosa es ideal
cuantificarlo por cromatografia de gases (Davies ef al,
1985; Taiz y Zeiger, 1991),

Los inmunoensayos ELISA son menos caros gue
los radiocinmunoensayos, pues no requieren de honmo-
nas radioactivas o el equipo complejo de laboratorio.
Sin embargo, ambos sistemas han sido amgliamente
usados para la determinacién cuantitativa de hormonas
vegetales (Tahara et af, 1981, Walton ef al, 1989,
Weiler, 1979, Wiler, 1982). La sensibilidad de inmu-
noensayos tipo ELISA es comparable a los radicinmu-
noensayos para el caso de la cuantificacion de acido
abscisico. Los radicinmunoensayos facilitan conside-
rablemente el analisis de hormonas vegetales; sin em-
bargo, el costo de material radioactivo, las restricciones
legales para su uso y el equipo para realizar estos en-
sayos, pueden ser un obstaculo para muchos laborato-
rios. El inmunoensayo tipo ELISA es una alternativa
viable, ya gue este método es facil de llevar a cabo, de
gran precision y no se requiere un equipo sofisticado
para realizarlo.

Pocas validaciones han sido realizadas para verifi-
car la confiabilidad de datos obtenidos de inmu-
noensayos. Roshers et af. (1985), hicieron una valida-
cidn para acido abscisico con radicinmunoensayos y
cromatografia de gases/espectometria de masas como
una técnica de medida estandar en manzana y batata,
ellos encontraron que los resultados de ambos méto-
dos fueron similares.

Se han comparado resultados obtenidos con inmu-
noensayos ELISA para acido abscisico con cromato-
grafia de gases/espectrometria de masas y HPLC para
muestras tomadas de granos de maiz, hojas de tomate
y agujas de pino. En todos los casos los inmunoensa-
yos ELISA dio una sobrestimacién de los niveles de
acido abscisico, particularmente en muestras de alta
concentracion (Walker-Simmons and Abrams, 1991)
Estos hallazgos sirven para enfatizar que los inmu-
noensayos, tienen que ser probados para cada mues-
tra vegetal de una especie en particular, pues una hoja
de maiz puede tener mas pigmentos o compuestas que
deben ser removidos que en el caso de tomate o pino.

n

Hay que revisar cuantitativamente con otro método
como cromatografia de gases/espectrometria de ma-
sas 0 HPLC, para que la técnica de inmuncensayos
sea mas aceptada en la determjnacion de hormonas
vegetales (Kannangara y Simpson, 1984; Leroux ef al.,
1985; Neill y Horgan, 1987; Norman et al, 1988; Qua-
rie ef al., 1988).

PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

Antes del inmunoensayo, 85 necesario preparar |a
muestra de la planta en estudic. primeramenie, se
extrae y se purifica para que otros compuestos no in-
tervengan en la cuantificacién con el anticuerpo mong-
clonal y la hormona vegetal, pero a diferencia de los
métodos fisicoguimicos en el inmunoensayo stlo hay
que purificar o limpiar un poco la muestra vegetal, pues
no es necesario quedar muy limpia.

Un extracto o fraccidon de material vegetal, puede
ser considerado inmunolégicamente pura, cuando (Be-
lefant y Fong, 1983, Weiler el al., 1988).

a} La hormona veqgetal puede ser analizada y no ocurre
una reaccién con ofro compuesto presente en el
medio.

b} Si la interaccién de hormona-anticuerpo no es afec-
tada por otros componentes presentes en la mues-
tra.

El procedimiento para la preparacion de una mues-
tra vegetal es el siguiente (Walker-Simmons et al,
1986).

a) Una homogensgizacion generalmente con metanol al
B0%.

b} Extraer la hormona vegetal en el metanol B0% de 12
a 48 hrs del tejido a 4°C.

¢) Centrifugar y coleccionar el metanol para su poste-
rior procesamiento.

d} Purificar el metanol en un cartucho de cromatografia
de 18 carbonos (C,g) de fase reversa para remover
lipidos y pigmentos.

&) Volatizar el metanol completamente del extracto para
que |la hormona vegetal se concentre.

f} Diluir la muestra con amortiguador pH 7.5, para favo-
recer la reaccidn hormona vegetal-anticuerpo mo-
noclonal.

5in embargo, durante el procesamiento de la mues-
tra vegetal por el método descrito, se puede llegar a
perder hormona por la manipulacién que se hace de
ésta, pues se queda impregnada hormona vegetal en el
vidrio de los recipientes utilizados, en la columna de
cromatografia, etc., por lo que hay que estimar su pér-

dida utilizando una hormona vegetal marcada con ra-
Rawista Chapngo. 1966, Horboulura, 5 B5.85



92

dioactividad {[3Hj tritio, por ejemplo} a la cual se le de-
nomina estandar interno y que se agrega al extracto
crudo inicial (Norman ef af., 1988; Walker-Simmons &t
al, 1991).

Dado que |la hormona vegetal radioactiva se agrega
al inicio del proceso de extraccidn en el metanol al
BO%, se espera que si hubo pérdida de hormona duran-
te 2l procedimiento de extraccion y purificacién de la
muestra, tendremos mencs cantidad de hormona ra-
diactiva en la cuantificacion final. El procedimiento de
eficiencia de purificacién puede realizarse de dos for-
mas: la primera agregando hormaona vegetal radicactiva
sin la presencia de un tejido vegetal vy segundo agregar
al inicio la hormona vegetal radicactiva con la presencia
de tejido vegetal La perdida de la hormona puede
cuantificarse por medio de la emision de radioactividad,
pues sabemos cuanta tenemos en un inicio y cuanta
nos queda al final. Otra manera de estimar cuanta hor-
mona vegetal se esta perdiendo, es agregar una con-
centracién conocida de hormona al inicio del procedi-
miento de limpieza y checar la cantidad de hormona
presente al final de dicho procedimiento por el inmu-
noensayo (Walker-Simmons v Abrams, 1991).

Una de las grandes ventajas del método radicin-
munoensayo es gue no tiene que correrse un estandar
para checar la perdida de |la hormona vegetal, ya que el
anticuerpo monoclonal se agrega directamente a la
muestra vegetal para que reaccione con la hormona, y
la cuantificacion es por radioactividad emitida y se co-
noce cuanto se estd agregando al principio y cuanta se
tiene al final. De todos los métodos de cuantificacion
incluyendo a los métodos fisicoquimicos de hormonas
vegetales el radicinmunoensayos es lo dnico gue no
necesita de un estandar interno,
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Fig. 5. Cuantificacién de scido abscisico por medio de un inmu-
noensayo ELISA en maiz Tuxpefio bajo condiciones de
riego y sequia, medide an el Colegio de Postgraduados
{Gutiérrez, 1995).

Cuarificacién de hormonas,

CONCLUSIONES

La ventaja de los inmuncensayos es que pueden
mejorar o igualar a los métodos fisicoquimicos, gque han
sido por excelencia los mejores para cuantificar hormo-
nas vegetales. Sin embargo, la selectividad de los anti-
cuerpos monoclonales se traduce en rapidez v menos
manipulacion de la muestra vegetal, ademas los anti-
cuerpos son altamente selectivos, por lo que una reac-
cion con otros compuestos puede llegar a ser descar-
tada; sin embargo, se debe de tener cuidado, pues se
piensa que algunos anticuerpos pueden llegar a reco-
nocer algunos analogos como en el caso de acido
absclsico (Walker-Simmons et al,, 1991).

El uso de anticuerpos moneoclonales aplicados para
cuantificar y analizar hormonas vegetales, es una nue-
va herramienta en estudios de fisiologia, bioquimica,
etc. Los inmunoensayos es una metodologia gue se
estd usando comunmente en laboratorios de todo el
mundo en investigaciones de hormonas vegetales en
plantas sometidas a condiciones ambientales adversas
como sequia {Figura 5). La gran especificidad de los
anticuerpos provee a los inmunoesnsayos gran seguri-
dad y precision en el andlisis de hormonas vegetales
un requisito indispensable en el estudio de éstas.

Otro aspecto que se debe de cuidar, es el de la in-
terferencia de compuestos del extracto crudo en el
corrimiento del inmunoensayo, ya gue estos pueden
afectar la reaccidn hormona vegetal-anticuerpo mono-
clonal y si es necesarioc debe de correrse el inmuno-
ensayo con un método alterno como la cromatografia
de gases, HPLC, cromatografia de gases/espectro-
metria de masas, etc., para hacer la comparacion entre
ambos metodos. Ademds, es importante llevar estan-
dares internos con los cuales se pueden saber cuanta
hormona de la muestra vegetal se esta perdiendo, para
saber si el procedimiento utilizado para limpiar Ia
muestra vegetal esta funcionando para la especie con
la que se esta trabajando. No se debe de perder de
vista que cada procedimiento de purificacion de la
muestra vegetal es diferente para cada especie que se
esté estudiando.

La ventaja de los inmunoensayos es gue son bara-
tos, rapides y no requieren de equipc especializado
coma en &l caso de los metodos fisicoquimicos, por lo
que son mas accesibles.
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