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ESTANDARIZAQION DE UN PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICAC ION DE
ACIDO ABSCISICO MEDIANTE LA TECNICA DE ELISA COMPET ITIVO

STANDARDIZATION OF A PROTOCOL FOR ABSCISIC ACID
QUANTIFICATION THROUGH THE COMPETITIVE ELISA TECHNI  QUE

Lucia HuanugdRaymundo Gutiérrézy Giovanna Miillet

Resumen

La respuesta fisiologica mas resaltante de lagtgdainente al estrés hidrico por sequia es la
sintesis de la fitohormona Acido abscisico (ABA)asolucion a los cambios ambientales es lograr
un mejor uso eficiente de agua, por ello la predicen la magnitud de la sefializacion de ABA
puede tener gran importancia en la agroecologi&mad, permitira la optimizacion de las técnicas
de riego en zonas aridas que necesitan de culfivedimiten el uso de éste recurso natural. Hasta
el momento, la metodologia mas especifica y coldiglra su cuantificacién es el Ensayo de
Inmuno-absorbancia Ligado a Enzimas (ELISA por sigtas en inglés) del tipo competitivo
indirecto. Es por esta razdn que el presente estiiliz6 esta técnica con la finalidad de estadnlec
un protocolo reproducible y accesible que permiggemninar concentraciones de ABA. La
metodologia consistio en evaluar diferentes comaeioines de los anticuerpos y antigeno, asi como
del sustrato; siendo las condiciones 6ptimas queniperon obtener la mejor sensibilidad y
reproducibilidad del protocolo las especificadaatinuacion: cobertura con el conjugado ABA-
BSA 300 ng/ml, MAC 252 (anticuerpo monoclonal esfiez para ABA) a 1:80 000, Antirat IgG a
1:2 000 y sustrato PNPP en 1 mg/ml. Obteniéndofiradlecuaciones lineales cuyos valores de R
se presentaron en un rango de 0.95-0.99 asi cofmemtias significativas entre los controles
positivos y negativos.
Palabras clave Estrés hidrico, acido abscisico (ABA), Ensaydmiauno absorbancia Ligado a
Enzimas (ELISA), MAC 252, agroecologia.

Abstract

The most highlighted physiological response of fgao water stress by drought is the synthesis
of the plant hormone Abscisic Acid (ABA). A solutido environmental changes is to achieve a
better efficient use of water. For this reasondjmting the magnitude of ABA signaling may have
considerable importance in agroecology; in addjtiasill allow the optimization of irrigation
techniques in arid zones that need crops that theiuse of this natural resource. The most specifi
and reliable methodology for quantification of #rezyme is the indirect competitive type Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). For this reasiba present study used this technique in
order to establish a reproducible and accessildpol that determines concentrations of ABA.
The methodology included the evaluation of différ@ntibodies, antigen and media concentrations.
Results show that optimal conditions that allowee highest sensitivity and reproducibility are:
converage ABA-BSA conjugate 300 ng / ml, MAC 252¢raclonal antibody specific for ABA) to
1:80 000, antirat IgG 1: 2000 and PNPP substratentg / ml. Linear equations obtained gave R2
values in a range of 0.95-0.99 as well as sigmificlifferences between the positive and negative
controls.
Key words: water stress, drought, abscisic acid (ABA), Enzyrimked Immunosorbent Assay
(ELISA), MAC 252, agroecology.

Introduccion. la respuesta a la falta o0 exceso de agua en latapla
Si bien el nivel de &cido abscisico (ABA) es(Gonzales, 1999), el cual afecta directamente slabre
dindmico en los tejidos vegetativos durante sproduccién de los cultivos debido a que altera las

desarrollo, su concentracion se vuelve signifieativfunciones de la planta (Heidari & Moaveni, 2009). E
cuando es una herramienta de adaptacion frentées vael caso de las plantas vasculares, las estratpgias
formas de estrés ambiental (Hartueg al., 1999; minimizar los efectos negativos inducidos por la
Sarmardet al.,2007). Se define al estrés hidrico comaleficiencia de agua, pueden ser las modificaciones
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morfolégicas, mecanismos fisioldégicos y finalmenteSérica Bovina-BSA (Jingingt al, 2011). Por ultimo,
procesos bioquimicos (Lobo da Costa, 2011). Es as# han implementado kits para el andlisis de esta
que el aumento significativo en la sintesis de Iitohormona; sin embargo, la mayoria de estos Kkits
fitohormona Acido Abscisico durante el estrés kimri tienen dos desventajas: la poca estabilidad de los
especificamente la sequia, hace que se le considegsultados obtenidos y el alto costo.
como “la hormona del estrés” (Taylet al., 2000; Debido a que la limitacion del agua puede llegar a
Heidari & Moaveni, 2009). La tolerancia a condi@en ser un obstaculo fundamental para la productividad
de sequia estd directamente relacionada con pamaria bajo escenarios futuros de climas maogyid
capacidad de producir ABA en la planta, sin embargel ABA puede servir de apoyo a la agroecologia.
esta relacion también depende del genotipo o aultivPrecisamente la prediccion en la magnitud de la
(Chavest al, 2002; Ortiz & Flores, 2008), intensidadsefalizacion de ABA es crucial para la optimizaaén
y duracion del estrés asi como también de la etafzes técnicas de riego en zonas aridas, permitikplar
fenologica del cultivo (Barrioset al., 1998). Esta un mejor uso eficiente de agua y la expansiéon de
fitohormona es considerada regula muchos aspecimdgtivos que limiten el uso de éste recurso nati#al
agrondémicos importantes del desarrollo de las aantbase a esto, se ha establecido y validado un mlotoc
incluyendo un rol principal en la maduracién deaccesible para cuantificar la fitohormona acido
semillas y desarrollo del fruto. Se conoce queBRMA abscisico mediante la aplicacion de la técnica BLIS
es esencial para regular el desarrollo de las gdanttompetitivo-indirecto;  permitiendo  predecir la
(Sharp & Lenoble, 2002; Chudasama & Thaker 2007)nagnitud de la sefializacion de ABA y ser una
Las técnicas inmunoldgicas han tenido granddserramienta para futuras investigaciones dentréade
avances durante los Gltimos 30 afios (Koetyal, tematica agroecolégica.
2010). Son mas rapidas, rentables, de alto rendimie
y mayor sensibilidad de muestreo que las técnicdéateriales y métodos.
cromatograficas (Zhangt al, 2011). Las técnicas El establecimiento del protocolo se realizo en base
ELISA conllevan el uso de antigenos o anticuerpas la técnica ELISAEnzyme-Linked Immuno Sorbent
marcados con una enzima, de forma que los conjsgadsssay  competitivo-indirecto,  teniendo  como
resultantes tengan actividad tanto inmunolégicaaonreferencias los protocolos previamente descritas po
enzimética (Takahashi, 1987). Leroex al (1985) Asch (2000) y Kholova et al (2010). Las
determinaron que so6lo los anticuerpos monoclonalesncentraciones de ABA fueron determinadas usando
permitirian la medicion de pequefias cantidades @& anticuerpo monoclonal MAC 252 de acuerdo a la
ABA. La habilidad de los anticuerpos monoclonalesecomendacion dada por Quareteal. (1988).
(McAbs) radica en su especificidad y alta afinidadescripcion del protocolo.
(Mertens, 1983) por lo que estan menos influendado Conjugado ABA-BSAEI procedimiento se realizd
a la interferencia de uniones no especificas cam base al protocolo descrito y compartido por Kwal
impurezas en los extractos crudos de plantas (Ross(2011).
al., 1987; Quarrieet al, 1988). La técnica ELISA Cobertura:La microplaca ELISA fue cubierta con
competitivo indirecto, es la mas usada para e mezcla entre el tampdn cobertura (Tampon
cuantificacion de sustancias muy pequefias, coreb ecarbonato 50 mM - pH 9.6aCO; 1.59 g/l, NaHCQ
caso de las hormonas (Jordan, 2005). La base de2l83 g/l, Agua mQ) y el conjugado ABA-BSA.
técnica recae en la competencia entre la fornmRosteriormente, las placas fueron selladas y dakier
conjugada del antigeno con la muestras por lassie  se guardaron a 4°C. Luego, se realizaron 3 laveoios
unién al anticuerpo, la unién de éstos a un segunttimpoén fosfato salino Tween 20 (Tamp6n de lavado -
anticuerpo enzimatico puede ser detectada usandopth 7.4: 0.05% Tween-20 en PBS). Las placas
sustrato adecuado que produzca color. La competensensibilizadas se almacenaron selladas y cubiertas
entre el antigeno conjugado y la muestra intertere  20°C hasta su uso.
la habilidad del anticuerpo enzimatico de unirse al Preparacién de dilucionesA partir de la menor
anticuerpo monoclonal capturado, por lo cual laulec  dilucion madre conocida de 2-cis, 4-trans-Acido
en un espectrofotémetro es inversamente proporcionbscisico (5000 ng/ml) (Diluciones madre de Acido
a la cantidad de antigeno en la muestra (Asct))200 abscisico2-cis, 4-trans-Abscisic acid, 98%, synthetic
Las primeras aplicaciones de esta técnica para (Bigma-Aldrich), Metanol), se prepararon dilucisne
cuantificacién del ABA fueron realizadas por Quarri en tampén TBS (Tampon Salino Trisma - pH 7.8:
et al (1988), quienes determinaron que el anticuerpbrisma Base 6 g/l, Mg&i6H.O 0.428 g/l, NaCl 8.85
monoclonal MAC 62 (MAC 252) resulta ser el mag/l).
especifico. Cahill & Ward (1989) calificaron a este Primer anticuerpo: Se prepar6 el anticuerpo
método como especifico y confiable para la detecciémonoclonal MAC 252 en tampén PBS (Tampon
de ABA en extractos de tejido crudo de soya. Se Hasfato salino 10mM - pH 7:NaCl (137 mM) 8 g/,
establecido que la proteina portadora mas utilizadakKH-PQ; 0.2 g/l, NaHPQ, 1.15 g/l, KCI (2.7 mM) 0.2
qgue brinda resultados satisfactorios es la Albuming/l). A cada pozo de los estandares y controles
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positivos, se les adiciond 75 pl; mientras que los Tabla 1: Asignacion de estandares de ABA y
controles negativos no contienen este anticuerg@a P controles positivos y negativos en una
el paso de competencia las placas selladas y éasuel  microplaca ELISA

seincubaron a 4°C qlurante 3 horas. Luego se aeatiz S S 4 st st St St St
3 lavados con tampdn PBS-tween. tt 52 4 5 6 7 8
Segundo anticuerpo:El Segundo anticuerpo, 1 2
Antirat IlgG-peroxidasa, fue preparadoentampon.TBS R R R R R R R R B g+
Se dej6 incubar durante lhora a 37°C-38°C. JE';
Finalmente, se realizaron 3 lavados con tampon PBS- R R R R R R R R ;. B+
tween. B
Revelado:Al tampon sustrato (Tampon sustrao - R R R R R R R R [ B+
pH 9.8: Dietanolamina 727.5%, HCIl 422.5%) se le B
agregaron pastillas de paranitrofenil fosfato-pNBe. R R R R R R R R B+
agrego en cada pocillo hasta cubrilo y se dejp B B B B B B B B B
reaccionar a 37°C en bafio maria durante 1 hora. Las - - - - - - - -+
lecturas de absorbancia se realizaron en un equipo B B B B B B B B ? B+

Sunrisé™ - Tecan a 405 nm.

Curva de calibracién del acido abscisico.
La curva de calibracion en cada microplaca ELISAResyltados y discusion.

se realiz6 de acuerdo a la distribucién mostradiencrva de calibracion.

Tabla 1y en base a 8 estandares (St1 > St8) de ABA g pien en anteriores procedimientos se describe el

Cada estandar, contd con 3- 4 repeticiones miegtras 5o de una solucién de bloqueo a base de lect al 1

los controles positivos (B+) y negativos (B-) cam U (kholova, 2010) en los ensayos realizados aqui se

promedio de 10 repeticiones (R); medidos a 405 Nfbterming que este paso no mejora la sefial de la

mediante el uso de una lectora SurifseTecan y en tgcnica. De acuerdo a los resultados, se analizaron

conjunto con el software Magellan 7.0. Finalmeld®, principalimente los valores obtenidos en los coegrol

valores de absorbancia fijados para cada EStéﬂdarp%sitivos y negativos, se obtuvo un valor mas déo

obtuvieron en base al promedio de tres repeticionegy corregido” en las repeticiones del ensayo birse
usando ademas el método logit-log (Quaeteal,  ge| ploqueo.

1988). . Un paso muy importante es la reaccién de
Méetodo logit-log. competencia entre el ABA y el anticuerpo MAC 252.

El porcentaje de enlace (% E) para cada estandargga concentracion muy alta de MAC 252 conllevara a
obtiene de acuerdo a la siguiente férmula (AscBO20 que el conjugado inmovilizado (ABA-BSA) vy el
estandar agregado se unan al anticuerpo, lo que se

% E = estandar 0.D —ENE 0.D * 100 visualizara en absorbancias muy parecidas entre los
o5 = EO.D — ENEO.D diferentes estandares. Esta situacion ocurrié en
concentraciones de 1:40 000 y 1:60 000 del MAC 252;
En donde: sin embargo, con la dilucion de 1:80 000 los estéesl

* % Enlace es el porcentaje total de unién posibige diferenciaron y el control negativo (B-) se rant
observado para una determinada concentracion 88 valores cercanos a 0.2, lo cual es 6ptimo (Asch,
ABA después de ser corregido con la unién ng000) (Tabla 1).
especifica. El aumento en la concentracion del ABA-BSA

« ENE O.D. representa el nivel de enlace nécrementa la sefial de la prueba pero disminuye la
especifico y debe ser restado a todas las lecturasSensibilidad del ensayo (Zhanet al, 2011). Se

« E O.D. representa al valor de absorbancia méaximigalizaron pruebas variando la concentracion del
en la cual ocurre el 100% de unién. conjugado ABA-BSA adherido a la microplaca, desde

90 ng/ml, 300 mg/ml, 400 y 500 ng/ml. De acuerdo a
Finalmente, el logit del porcentaje de enlace e|§5 absorbancias se descarta la concentracién menor

(Quarrieet al, 1988): 300 ng/ml debido a que aumenta la desviacion eatand
y la concentracion de 500 ng/ml ya que aumenta de

%E igual manera todos los valores de lectura. Es por e

Logit %Enlace = In —] que la concentracion optima de ABA-BSA y la dilutio
100 — %E de MAC 252 quedaron determinadas en 300 ng/ml y

) ) ] ) _1:80 000 respectivamente.
Ademas, para demostrar si existen diferencias pgrg determinar una buena relacién entre el

significativas entre los controles positivos yrtégz_s, MAC252 y el Antirat IgG (segundo anticuerpo) se
los ~ resultados  fueron procesados y analizad@goparon las concentraciones 1:1000, 1:2000 y 0:300
utilizando el software estadistico SAS/STAT. Se obtuvieron absorbancias mas altas con el uso del
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Antirat IgG a 1:1000 halladas también por otroshiCa 6. Agregar el segundo anticuerpo Antirat-IlgG

& Ward, 1989); pero las absorbancias de los negstiv diluido en tampon TBS pH 7.8, en la
aumentaron a valores de 0.3. Se determind queacon | concentracién de 1:2 000. Incubar la placa
dilucién 1:2000 se registraron mejores valoresan | sellada y cubierta en estufa a 37°C durante 60
controles positivos, diferencias entre los estéaslan min.

diluciones 1:10 (1000 ng/ml hasta 1x10-4 ng/mley s 7. Repetir el paso 5.

mantuvo el control negativo menos reactivo (Abs. 8. Finalmente, agregar el tampon sustrato a

aproximada de 0.2) y la desviacion estandar en la 1mg/ml de PNPP y revelar en Bafio Maria a

mayoria de los estandares en un valor menor a 0.03. 37°C durante 30 min y luego 30 min mas a
Finalmente, la concentracion del sustrato fue temperatura ambiente.

determinada; aunque desde un inicio se us6 a 2Img/m

se observé que al probar con 1 mg/ml se obtenia uGanclusiones.

buena reaccién con menos reaccion inespecificasy Podemos establecer que el presente protocolo

menor uso de material pero igual resultado en las desarrollado esta estandarizado para cuantificar la

concentraciones calculadas. fitohormona acido abscisico mediante la aplicacién
Como se muestra en la Figura 1, se logré obtener la de la técnica ELISA-competitivo-indirecto. La
correlacién entre los intervalos de Logit del potag sensibilidad del ensayo esta determinada por los

de enlace (Logit %E) con los Logaritmos de Acido valores Rquese encuentran en un rango de 0.95-

abscisico (Log ABA) permitiendo visualizar que para 0.99 y una diferencia significativa entre los

una concentracion especifica de ABA, existira uorva  controles positivos y negativos.

del porcentaje de enlace; adicionalmente, el mogelo. Se lograron optimizar las concentraciones del

ajusta a los datos obtenidos, lo que puede serdmedi primer anticuerpo MAC252 a 1:80 000 y del

por el valor de R segundo anticuerpo Antirat-IlgG a 1:2 000, con el
antigeno conjugado (ABA-BSA) de manera tal que
permitié obtener un ensayo reproducible.

 El protocolo establecido es reproducible vy
accesible; se podra utilizar para el estudio dehAB
y su interaccién frente a la sequia en cultivos de
interés.

o
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Figura 1. Gréfica lineal obtenida entre el Logaritmo

de los estandares y Logit del porcentaje de enlace.

ecuacion resultante del protocolo es:

§ =-0.434x+0.0689; 2=0.9793 . .
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