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una cepa de S. aureus (Cowan I), como revelador

Letty Marcanol*, Richard Colmenares® y Jorge Guiiiez O.?
! Laboratorio de Biologia Celular. 2Laboratorio de Inmunologia. Departamento de Biologia
Facultad de Ciencias, Universidad del Zulia, Apartado 526. Maracaibo, Venezuela

Recibido: 23-11-98 Aceptado: 04-11-99

Resumen

La Hidracida Maleica (HM), es un agente quimico catalogado como clastogénico por su ca-
pacidad de inducir diferentes tipos de Aberraciones Cromosémicas (AC). A pesar de su efecto
genotoxico, es ampliamente utilizada en la agricultura como herbicida y como un inhibidor del
crecimiento de los brotes en vegetales. El objetivo del presente trabajo es desarrollar una técni-
ca para la determinacion de HM en los alimentos de consumo humano {papas, cebollas, apio,
tabaco, etc.), como un aporte para los organismos de control de calidad de los alimentos. Se cul-
tivaron células meristematicas de Alliurn cepa. L. (cebolla), en agua filtrada a 25°C; una vez al-
canzada la longitud de 3 cm, los meristemos fueron tratados con HM a una concentracion de
5x10™* M por 1 hora; se realizé un control donde la HM fue sustituida por agua. Finalizado el
tratamiento tanto los meristemos tratados como el control se incubaron por 10 minutos en ca-
mara hiimeda con anticuerpo anti- HM; posteriormente se realizé una incubacién de 10 minu-
tos con una cepa de S. aureus, (Cowan |), este acttia como revelador de la reaccion por la propie-
dad de presentar gran cantidad de Proteina-A de alta afinidad por la regiéon Fcyde la IgG. Los re-
sultados muestran las células control con una morfologia tipica, caracterizadas por una forma
rectangular y superficie lisa. En la porcién de tejido tratado con HM se observa claramente la
presencia del S. aureus (Cowan I) unido a las células como consecuencia de la interaccion del Ag
(HM) con el complejo AC-Cowan . Se puede concluir que la utilizacion del Cowan I como revela-
dor es eficaz para la deteccién antigénica de HM en células meristematicas de Allium cepa L.
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Immunodetection of Maleic Hidracic (MH) in
meristematic cells of onion (Allium cepa L) using a strain
of S. aureus (Cowan I) as developer

Abstract

Maleic hidracid (MH) is an clastogenic chemical agent due to its capacity to induce differ-
ent types of chromosomic aberrations (CA). In spite of its genotoxic effect MH is commonly use
in agriculture as herbicide and as inhibitor of growth in plant buds. The objective of this paper
is to develop a technique for HM determination in some vegetables (potatoes, onions, tobacco,
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etc.) for human feeding as a tool for food quality control. Meristematic cells of Allium cepa L.,
were cultivated in filtered tap water at 25°C. Once the roots reached 3 cm in length, they were
treated with 50mM MH for 1 hour, ncgative controls were done substituting MH with water. Af-
ter treatment, the roots were incubated with antiMH antibodies for 10 minutes and again with
S. aureus strain Cowan I for another 10 minutes. This bacterial strain acts as a developer for the
immunological reaction due to greater amount of Protein-A with high affinity for Fey region of
IgG. Results shown the control cells with a typical morphology, rectangular shape and smooth
surface. In the portion of plant tissue treated with MH can be seen S. aureus attached to plant
cells because of MHAg -antiMHAb-Cowan I Complex interaction. Application of technique us-
ing Cowan I as developer proved to be efficient for antigenic detection of MH in meristematic

cells of onion (Allium cepa).

Key words: Antigenic; cowan [; maleic hidracic.

Introduccion

La Hidracida Maleica (HM) es un com-
puesto aromatico heterociclico de 6 elemen-
tos, definido quimicamente como 1,2-dihi-
dro-3,6 piridazone (1). Este compuesto es
frecuentemente utilizado como herbicida y
regulador del crecimiento sintético para las
plantas, con el fin de retardar el crecimiento
de los brotes, y de esta manera aumentar la
posibilidad de llegar los alimentos al consu-
midor como un producto fresco (2). Se han
propuesto varias maneras por la cual la Hi-
dracida Maleica retarda el crecimiento de los
brotes entre las cuales se puede mencionar:
Como una antiauxina (3); como inhibidor de
sistemas enzimaticos (4); bloqueando la
transcripcién (2); como inhibidor de la divi-
sion celular (5). A pesar de los beneficios de
orden econdmico que para el sector agricola
puede aportar el uso de este herbicida, estu-
dios realizados han reportado que la Hidra-
cida Maléica es un agente quimico clastogé-
nico debido a su capacidad de inducir dife-
rentes aberraciones cromosoémicas (6,7);
microntuicleos (8), intercambio de cromati-
das hermanas (9,10); producciéon de tumo-
res en mamiferos (11). No obstante su efecto
genotoxico la HM continta siendo frecuen-
temente utilizada en la agricultura como un
herbicida en Europa, Canada, Estados Uni-
dos (12-14).

Debido a la amplia utilizacion de HM en
los cultivos y en respuesta al efecto toxico
reportado para este compuesto, la Agencia
de Protecciéon al Medio Ambiente, han eva-
luado los niveles de HM en los alimentos es-
timando que, para un adulto, la dosis mini-
ma debe ser de 20 g/Kg/dia. Sin embargo,
estudios realizados reportan que cada adul-
to ingiere aproximadamente 630 mg/dia de
HM entre papas, cebollas y la inhalacién del
humo de 40 cigarrillos, y esta dosis es 20 ve-
ces mayor a las encontradas por ellos para
producir cancer en ratén (11). Estos datos
han generado un interés por parte de las
instituciones encargadas de la supervision y
control de calidad de los alimentos y protec-
cion al medio ambiente por lo que se han de-
sarrollado diversas metodologias para de-
tectar HM tanto en los alimentos como en los
suelos donde se han cultivado, entre los
cuales se destacan: colorimetria (15), cro-
matografia (14,1), inmunolégicos (12), etc.

Sobre la base de lo expuesto en el pre-
sente trabajo se desarrollé una técnica para
la facil y rapida determinacién de HM en los
alimentos de consumo humano (papas, ce-
bollas, apio, tabaco, etc.), como un aporte
para los organismos de control de calidad de
los alimentos. Para esto se utiliz6 una cepa
de Staphylococcus aureus Cowan I como re-
velador de la reaccién antigeno-anticuerpo.
La técnica se fundamenta en la elevada afi-
nidad de la Proteina A por la region Fc de las
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inmunoglobulinas de conejo (16). Sistemas
inmunoadherentes basados en Proteina A
han sido implementados con anterioridad
para la deteccion de anticuerpos séricos
contra Trypanosoma cruzi (17), para el sero-
diagnéstico de amibiasis (18) y para la de-
teccion de quitinasas de superficie en hon-
gos miceliales (19), estableciéndose su apli-
cabilidad como revelador de la reaccion an-
tigeno- anticuerpo.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Como material de estudio se utilizdé me-
ristemos radiculares obtenidos de bulbos de
cebolla (Allium cepa. L.), crecidos en agua fil-
trada renovada cada 24 horas, en oscuri-
dad, a temperatura de 25 + 0.5°C y aireacion
por burbujeo constante con un flujo de aire
de 10-20 ml/min para evitar la hipoxia. Las
condiciones de cultivo se mantuvieron has-
ta que las raices alcanzaron de 3 a 4 cm de
longitud.

Tratamiento con HM

Una vez que los meristemos alcanzaron
la longitud pre-establecida, se colocaron en
una solucion acuosa de HM (Sigma, Co.), a
una concentraciéon de 5 x 10°* M por una
hora, concentracion y tiempo minimos en la
cual se evidencié cualitativamente la reac-
cidon antigeno-anticuerpo.

Montaje de la preparacién

Finalizado el tratamiento, se cortaron 3
mm de cada uno de los meristemos (6-7 por
bulbo), y se colocaron en un portaobjeto con
una gotade HCI 0,1 N, se coloca un cubreob-
jeto y con la punta de un lapiz se realizé un
aplastamiento o “Squash”, con el fin de dis-
gregar el tejido. Posteriormente se procedié
afijar 1a preparacién sobre el portaobjeto co-
locandola sobre hielo seco pulverizado has-
ta la formacion de escarcha, y con la ayuda
de un bisturi se levanta el cubreobjeto, que-
dando la preparacién fijada.

Inmunohistoquimica

Los meristemos fijados al portaobjeto,
se incubaron por 10 min, en camara htime-
da con una dilucién 1:4 de un suero policlo-
nal anti-HM de conejo, producido en el La-
boratorio de Inmunologia de la Facultad Ex-
perimental de Ciencias, a través de un pro-
grama de inmunizacién contra hapteno-mo-
dificado, (20); posteriormente se realiz6 una
incubacién de 10 min con una suspension
de 5 x 10° cél /mL de S. aureus Cowan I
NCTC 8530, cedida por el aboratorio de In-
munologia del Departamento de Biologia de
la Facultad Experimental de Ciencias de La
Universidad del Zulia, incubada en Caldo
Nutriente por 48 h, a 37°C en aerobiosis. La
cepa fue inactivada por incubacién en p-fo-
rmaldheido al 2% y por calentamiento a
80°C por 5 min en PBS pH 7,2 y lavada por
triplicado por centrifugacién en PBS (16,17).

Controles del ensayo

Se utilizaron controles negativos cons-
tituidos de la siguiente manera: Un control
de especificidad del anticuerpo, basado el la
utilizacion de suero de conejo no inmune a
HM, y un control para la bacteria revelado-
ra, utilizando una cepa de S. aureus cepa
Wood 46 carente de proteina A. Adicional-
mente se inplement6 un control para el en-
sayo de adherencia, carente de anticuerpo.

Ensayo

Se dispensaron 20 pL de antisuero y/o
suero control en cada Squash y se incubé
por 5 min. Se realizé6 un suave lavado con
PBS pH 7,4 para eliminar el exceso de anti-
cuerpo. Se agrego 20 mL de la suspension de
S. aureus. Se realizé un nuevo lavado con
PBS para eliminar el exceso de bacterias, no
inmnunoadheridas.

Observacion al microscopio dptico:
La preparacion fijada al portaobjeto, fue te-
fiida por un minuto con azul de metileno al
1% en solucion alcohélica 2,3 (19). Se lavd
con agua destilada por 5 segundos y se ob-
servé al microscopio 6ptico, modelo Olim-
pus con objetivo de 40 Xy 100 X.

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 8 N° 1, January-April 2000



16

Inmunodeteccion de Hidrdcida Maleica en vegetales

Observacion al microscopio electré-
nico de barrido: En la preparacion fijada al
portaobjeto, previa observacién al microsco-
pio Optico, se realizaron cortes cuadrados de
aproximadamente 0,5 cm? de longitud con-
teniendo la muestra a observar; el pequerno
trozo de vidrio se fijé con cinta 3M a un porta
espécimen de aluminio (Stub), sellando los
bordes con acetato de amilo y se seco en es-
tufa a 42°C por una hora. El Stub se intro-
dujo en un coversor idnico marca EIKO IB3
para el metalizado con pelicula de oro de
aproximadamente 100 a 200 A. Las obser-
vaciones se realizaron con un MEB Hitachi-
2300 entre 10y 15 KV.

Resultados y Discusion

Los resultados se muestran en las Fi-
guras 1y 2. Se puede observar por micros-
copia optica del tejido control, que las cé-
lulas presentan una morfologia tipica con
una superficie lisa (Figural). En la Figu-
ra 2, se muestra una porcion de tejido tra-
tado con HM donde se observa claramente
puntos tenidos de azul intenso, que repre-
sentan la union de S. aureus Cowan I a las
células meristematicas, como consecuen-

cia de la interaccién del Ag (HM) con el
complejo Ac-Cowan I. Esto fue corrobora-
do con las observaciones obtenidas con el
microscopio electronico de barrido (MEB),
la Figura 3 muestra una porciéon de tejido
tratado con HM donde se observa clara-
mente la presencia de S. aureus (Cowan I),
unido a las células (Flechas). Estos resul-
tados demuestran que la aplicacion de la
técnica utilizando esta bacteria como reve-
lador, permite la deteccién cualitativa de la
HM presente en la pared celular, de forma
analoga al sistema reportado para la detec-
cion de quitinasas de superficie (19), sin
embargo, en este trabajo, la molécula de-
tectada es un compuesto aromatico, no in-
munogénico en condiciones naturales. Por
otra parte, la utilizacién de un antisuero
policlonal obtenido tras un programa de
inmunizaciéon contra hapteno, sugiere la
aplicacion de esta técnica, no sélo para de-
tectar la presencia de substancias inmu-
nogénicas (proteinas, polisacaridos, ecc),
sino moléculas organica sencillas, siempre
y cuando estas ultimas sean capaces de
reaccionar con inmunoglobulinas G con
un Fcy de elevada afinidad por la Proteina
A estafilocéccica.

Figura1l. Porcién de tejido de meristemos radiculares de Allium cepa. L., sin HM (control) observada al

microscopio 6ptico (100 X). Se muestra la morfologia tipica de las células con una superficie lisa.
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Figura 2. Porcidn de tejido de meristemos radiculares de Allium cepa. L., tratada con HM observada al
microscopio 6ptico (100 X). Se muestra los puntos tefiidos de azul intenso, representando el 5.
aureus unido a las células ().

Figura 3. Micrografia de una porcién de tejido de meristemos radiculares de Allium cepa. L., tratado con
HM observado por MEB. Se observa en detalle el cocobacilo adherido a la superficie del te-

jido (4).
Conclusiones lar. Este sistema, representa una alternati-
va poco costosa y rapida (18-20 min), con
El sistema de Inmunodeteccién em- elevada afinidad, obtenida por la técnica de
pleado resulta eficaz en la determinacién de inmunizacién utilizada. La metodologia in-
la presencia de HM asociada a la pared celu- volucrada en esta técnica, resulta sencilla, y
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los reactivos utilizados, son esencialmente
omnipresentes en cualquier laboratorio.

Se recomienda el ensayo de la técnica
en otros tejidos de Allium cepa. L y en otros
tejidos vegetales.
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