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SUSTANCIAS- INDICADORAS -

DE LAS DEFENSAS DE LAS PLV \

Analisis HPLC-MS/MS de jasmonatos

Esta nota ha sido desarrollada por Sartorius

INTRODUCCION

Las plantas han de poder reaccionar a las
variaciones climaticas, al ritmo diario, a la
oferta de agua y nutrientes y a los ataques
de insectos. Para ello requieren una red de
sustancias reguladoras, las fitohormonas.
Gracias a estas sustancias, las plantas pue-
den responder al estrés bidtico y abidtico
mediante acciones coordinadas entre sf,
asi como iniciar procesos especificos de
desarrollo. En este articulo, se presenta
un método de analisis altamente sensible
para la determinacién cuantitativa de las
fitohormonas. Ejemplos fundamentales de
las hormonas vegetales son el acido jas-
monico (JA), la citocina, la auxina, el acido
abscisico, el &cido salicilico, la giberelinay la
estrigolactona. Ver Figura 1.

La fitohormona JA tiene, entre otros, un
papel esencial como indicadora de heridas
en la defensa contra los insectos herbivoros.
Los insectos masticadores o chupadores
(Fig. 1) inducen en la hoja la activacion de
la biosintesis de JA'y, con ella, la acumula-
cién de JA. Todos los derivados de JA que
se producen fruto de la metilacién, glico-
silacion, hidroxilacion o esterificacion con
aminoacidos se agrupan bajo el término
jasmonatos. Entre ellos, tiene un papel ain
mas importante el derivado esterificado con
el aminoécido isoleucina, la jasmonil-isoleu-
cina (JA-lle). La JA-lle representa la forma
bioldgica activa de la fitohormona (1).

Desencadena numerosas respuestas defen-
sivas, como la produccion de sustancias
locales téxicas o inhibidoras de la digestion.
De este modo, tras ser mordidas por un
insecto, las plantas pueden sintetizar inhibi-
dores de la proteinasa que, posteriormente,
en el intestino de los insectos impediran la
digestion de los materiales de las plantas
ingeridos (1). También se liberan sustancias
volatiles como, por ejemplo, el jasmonato
metilico, que atraen a los depredadores
(insectos repelentes y depredadores) de las
plagas de las plantas (2). Por otro lado, las
partes no infectadas de una planta afecta-
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da, gracias a la sefal movil del jasmonato,
activan las alarmas y estan mas preparadas
para defenderse contra el ataque (3).

Desde el punto de vista de las plantas,
es importante limitar al maximo posible
el estado de defensa, ya que este pro-
ceso requiere mucha energia y, por lo
tanto, reduce el crecimiento y la capaci-
dad de adaptacion de la planta a otras
condiciones de estrés. La regulacion de
la concentracion de JA y de la molécula
indicadora JA-lle bioldgicamente activa
requiere un control estricto de la nueva
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sintesis, del transporte y de la degradacion
de estas sustancias. La caracterizacién de
los sustratos y productos de degradacion
del metabolismo de JA y su cuantificacion
en tejidos vegetales heridos, estresados
o atacados son, por lo tanto, el principal
objetivo de la presente investigacion.

ANALISIS HPLC-MS/MS

Para el estudio de la respuesta ante lesio-
nes se necesita una analitica especialmen-
te sensible, ya que las fitohormonas en
los tejidos vegetales estan presentes en
concentraciones muy bajas (< 10 nmol/g

Figura 1: Los dafos en las hojas causados por insectos masticadores o chupadores (A) inducen la sintesis del &cido jasmonico,
indicador de heridas. Mediante lesiones mecanicas en las hojas (B) se pueden simular los dafios causados por los insectos.
Este estimulo produce también el incremento de la concentracién de acido jasmdnico en las hojas. (Foto A: © Michael Martini-
Fotolia.com. Foto B: Departamento de Bioquimica de las Plantas, Albrecht-von-Haller-Institut, Universidad Georg-August,
Gotinga, Alemania).
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Figura 2: Sistema HPLC/nanoESI-MS/MS para el andlisis de jasmonatos. Como
espectrometro de masas, se utiliza el equipo de trampa idénica de triple cua-
drupolar/lineal hibrido 3200 de la marca Applied Biosystems. La ionizacién por
nanoelectrospray (nanoESl) se asegura con la fuente de iones basada en chip
TriVersa NanoMate (Advion BioSciences). El sistema HPLC de Agilent no se
muestra. (Foto: Departamento de Biogquimica de las Plantas, Albrecht-von-Haller-
Institut, Universidad Georg-August, Gotinga, Alemania).

de peso en fresco). Asimismo, la matriz
vegetal constituye una mezcla de gran
complejidad, lo que dificulta la deteccién
y la cuantificacion de los analitos menos
abundantes. Para estas exigentes tareas de
analisis es adecuada la cromatografia de
liquidos de alta eficacia acoplada a espec
trometria de masas (HPLC-MS). Con la
cromatografia se separan temporalmente
los compuestos quimicos del extracto de la
hoja seguin su estructura quimica con una
columna cromatografica. En la cromatogra-
fia en fase reversa empleada en el presente
trabajo, las sustancias se combinan por
efectos de interaccién hidrofoba en la fase
estacionaria y se eluyen de la columna con
la ayuda de un disolvente organico de gra-
diente creciente. A continuacién, se realiza
la deteccion de los compuestos eluidos
mediante espectrometria de masas. Para
la identificacién de un compuesto quimi-
co se utiliza, por un lado, un tiempo de
retencion especifico en el que se eluye una
sustancia de la columna cromatografica y,
por el otro, su masa/relacion de carga por
peso total, registrada por el espectrometro
de masas (valor m/z). En el espectrémetro
de masas en tandem, ajustado en modo
Multiple Reaction Monitoring (MRM), se
utiliza el valor m/z de la molécula deproto-

nada intacta ([M-H]) en combinacién con
el valor m/z de un fragmento especifico de
este ion para la identificacion univoca del
compuesto quimico.

En las aplicaciones HPLC-MS, es esencial
utilizar un eluyente de alta pureza (grado
LC-MS) o agua ultrapura, ya que la sensibi-
lidad y la fiabilidad del método dependen
en gran medida de la pureza del eluyente.

Cuantificacion de jasmonatos y pre-
cursores

El material de muestra congelado por cho-
que térmico se extrae con un sistema
de extraccién bifasico a partir de una
mezcla de terc-butil metil éter, metanol y
agua (4). Para la cuantificacion se afaden
patrones de fitohormonas adecuadamente
deuterizados en las cantidades definidas.
La fase organica se utiliza para el anlisis
después de la extraccion. El andlisis se rea-
liza en un sistema HPLC/nanoESI-MS/MS,
compuesto por un sistema HPLC Agilent
1100 (Agilent, Waldbronn, Alemania) aco-
plado a un espectrometro de masas de
trampa iénica de triple cuadrupolar/lineal
hibrido Applied Biosystems 3200 (MDS
Sciex, Ontario, Canada) (5). La ionizacién
por nanoelectrospray (nanokESl) se asegura
con una fuente de iones basada en chip
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Figura 3: Sistema de agua
ultrapura de Sartorius arium
pro VF TOC (Foto: Sartorius).
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Figura 4: Representacion esquematica del diagrama de flujo en el sistema de agua
ultrapura arium pro VF TOC. Para ofrecer una visiéon mas clara no se han incluido

(TriVersa NanoMate; Advion BioSciences,
Ithaca, NY, EE. UU.) Ver Figura 2.

La separacion HPLC se realiza con una
columna C18 (EC 50/2 Nucleodure C18
gravity 1,8 um; 50 x 2,1 mm, tamano de
particula 1,8 pym; Macherey und Nagel,

Duren, Alemania) y utilizando un gradien-
te de disolvente binario de acetonitrilo
(Fisher Scientific, Leics, Reino Unido) y agua
ultrapura del sistema arium pro VF TOC
(Sartorius, Gotinga, Alemania), en cada
caso, reducido al 0,1% con acido acético.
Las especies de fitohormonas se detec
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Figura 6: Cromatograma de iones extraidos (EIC) del andlisis HPLC/nanoESI-MS/MS para OPDA, OPC-4, JA y JA-lle y las corres-
pondientes sustancias patrén deuterizadas (D,-OPDA, D,-JA, D.-JA-lle). A) CIE de las plantas de control sin lesiones. B) CIE de

Figura 5: Biosintesis de la fitohormo-
na acido jasmonico (JA) y del deriva-
do activo jasmonil-isoleucina (JA-lle)
mediante los precursores acido alfa-
linolénico, acido 12-oxo-fitodienoico
(OPDA) y 4cido 3-oxo0-2(2-pentenil)-
ciclopentano-1-tetraenoico (OPC-4).

tan en modo negativo de ionizacién por
electrospray mediante Multiple Reaction
Monitoring. Para la cuantificaciéon se crean
curvas de calibracién sobre la base de los
niveles de intensidad de los valores m/z de
las sustancias no marcadas con relacion
a las sustancias marcadas con deuterio
correspondientes frente a las cantidades
molares de las sustancias no marcadas.

PRODUCCION DE AGUA ULTRAPURA
El sistema arium pro VF TOC (Sartorius,
Gotinga, Alemania) (Fig. 3) se ha utilizado

para producir agua ultrapura para los ana-
lisis de HPLC/nanoESI-MS/MS. Elimina del
agua potable pretratada las impurezas aun
presentes. La produccién de agua ultrapu-
ra requiere una recirculacion continuada
del agua dentro del sistema y un caudal
de agua constante, lo que se consigue
mediante un sistema de bombeo con
regulacién de la presion. La conductividad
del agua se mide tanto en la entrada del
agua de alimentacion como en el agua de
producto en la salida. El contenido de TOC
(del inglés: total organic carbon; “carbono
organico total”) se supervisa mediante un
monitor especial. El sistema arium pro VF
TOC utilizado en las investigaciones aqui
descriptas funciona con dos cartuchos
diferentes. Estos cartuchos estéan llenos de
un absorbente especial de carbén activo
y de resinas de intercambio de iones en
lecho mixto que pueden suministrar agua
ultrapura con un contenido de TOC de
hasta < 2 ppb. Asimismo, se ha integrado
una lampara de UV, que, a unas longitu-
des de onda de 185 nm y 254 nm, actla
como oxidante y elimina los gérmenes. Ver
Figura 3.

El sistema arium pro VF TOC incorpora
ademés un moédulo de ultrafiltracién que
se emplea como filtro de flujo tangencial.
La membrana de ultrafiltracion retiene
coloides, microorganismos, endotoxinas,
ARN y ADN. En la salida de agua se ha
instalado un filtro final de 0,2 pm que sirve

para la eliminacion de particulas y bacterias
durante la dosificacion del agua ultrapura
elaborada. El proceso de purificacion de
agua especifico del aparato esta represen-
tado en la Figura 4. Ver Figura 4.

Para los anélisis de HPLC/nanoESI-MS/MS
se ha utilizado agua ultrapura con un
contenido de TOC < 5 ppb y una conduc
tividad de 18,2 MQ x cm (compensada a
25 °Q).

RESULTADOS

La respuesta a las heridas de las plan-
tas se estudia intensivamente en muchas
especies vegetales, como por ejemplo,
el tomate (Lycopersicum esculentum), el
tabaco (Nicotiana tabacum) y el berro del
thale (Arabidopsis thaliana). Para nues-
tros analisis utilizamos la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Se practicaron heri-
das en las rosetas del berro del thale con
unas pinzas dentadas sobre la nervadura
central de la hoja (Fig. 1B) y se recogieron
a los 30 min y 120 min. Como control se
utilizaron rosetas de plantas sin lesiones.
Se incluyeron en el analisis, ademas del
JA y el derivado bioldgicamente activo
JA-lle, sus precursores de biosintesis, acido
12-oxo-fitodienoico (OPDA) y acido 3-oxo-
2(2-pentenil)-ciclopentano-1-tetraenoico
(OPC-4) (Fig. 5). Para registrar cuantita-
tivamente las cantidades de estos meta-
bolitos en los tejidos de las plantas por
medio de analisis HPLC/nanoESI-MS/MS,

es necesario afnadir una cantidad defini-
da de sustancias deuterizadas idénticas
o de estructura quimica muy parecida
(D,-OPDA, D,-JA, D,-JA-lle) para la extrac-
cion, y utilizarlas posteriormente como
patrones internos. Para ello se anadieron
las sustancias patrén antes de la extraccién
en cantidades de 30 ng (D,-OPDA)y 10 ng
(D,-JAy D,-JA-lle) a 200 mg de material de
las plantas. Ver Figura 5.

Las sefiales detectadas mediante anali-
sis HPLC/nanoESI-MS/MS de los analitos
(OPDA, OPC-4, JA, JA-lle) y de las sustan-
cias patron deuterizadas correspondientes
se muestran en la Figura 6 como croma-
tograma de iones extraidos (CIE). En las
plantas de control sin lesiones, OPC-4, JA
y JA-lle no eran detectables. Solo se pudie-
ron detectar los patrones deuterizados
correspondientes y pequefias cantidades
de OPDA (Fig. 6A). En cambio, en las plan-
tas heridas (2 h tras la lesion), se observa-
ron claras sefales de los jasmonatos endo-
genos (JA'y JA-lle), asi como sefales menos
intensas de los precursores OPC-4 y OPDA
(Fig. 6B). Ver Figura 6.

El analisis HPLC/nanoESI-MS/MS permite,
mediante el uso del patron deuterizado
correspondiente, una cuantificacion exacta
de los jasmonatos y sus precursores en los
extractos de hoja. Debido a la respuesta
a la lesion apreciada y continuada en las
plantas al cabo de pocos minutos (3), en las
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Figura 7: Anélisis cuantitativo del acido jasmdénico (JA) y del derivado de aminoéacido jasmonil-isoleucina (JA-lle), asi como de
los precursores OPDA y OPC-4 en extractos de hoja de plantas heridas y las correspondientes plantas de control de Arabidopsis
thaliana. Las rosetas de las plantas analizadas se recogieron sin heridas antes del inicio del ensayo y a los 30 miny a las 2 h de
practicarse las lesiones, y se congelaron por choque térmico en nitrégeno liquido. Tras la extraccion se cuantificaron los analitos
mediante analisis HPLC/nanoESI-MS/MS. [f.w.:=fresh weight]

rosetas del berro del thale los precursores
de JA (OPDA y OPC-4), JA y JA-lle estan
presentes en grandes concentraciones al
cabo de solo 30 min de la lesion (Fig. 7).

La concentracion de JA en este experimen-
to fue de 2,2 nmol/g de peso en fresco.
JA-lle estuvo presente en concentracio-
nes de 0,8 nmol/g de peso en fresco. La
concentracion de estos dos jasmonatos
aumentd ademas ligeramente durante los
siguientes 90 min, y llegd hasta 2,5 0 1,2
nmol/g de peso en fresco. En este lapso
temporal, aumentaron simultaneamen-
te las concentraciones de los precursores
OPDA y OPC-4 (Fig. 7). Con el anlisis
HPLC/nanoESI-MS/MS aqui presentado, y
utilizando agua ultrapura del sistema arium
pro VF TOC, el limite de detecciéon de los
jasmonatos y sus precursores en el tejido
de las hojas de Arabidopsis thaliana es de
1 pmol/g de peso en fresco en el caso de
OPDA y JA-lle y de 15 pmol/g de peso en
fresco para OPC-4 y JA. Ver Figura 7.

DISCUSION

El método aqui descripto de espectro-
metria de masas en tandem acoplada a
HPLC permite el andlisis cuantitativo de
las hormonas vegetales en la gama de
concentraciones picomolares. La alta sen-
sibilidad y la especificidad del método que
son necesarias para ello imponen unos

claros requisitos en la calidad del solvente
utilizado. Durante la separacién cromato-
gréfica, el gradiente utilizado del solvente
es responsable de la progresiva elucién de
los analitos de la columna. En la fuente
del espectrémetro de masas, los solventes
se evaporan posteriormente con un flujo
de gas y se transfieren los analitos como
iones libres en la fase gaseosa. Con una
ionizacion positiva, idealmente los analitos
seran protonados ([M+H]*), mientras que
en la ionizacion negativa seran deprotona-
dos ([M-H]). Sin embargo, en la ionizacion
por electrospray, al registrar iones extrafios
(p. €j., Na*, NH,*, CI, CH,COO), pueden
producirse también iones cuasimolecu-
lares, que se conducirdn por medio del
campo de tension al espectrometro de
masas y produciran sefiales en el detector.
En consecuencia, puede ser un problema
si el solvente contiene iones en forma de
impurezas, ya que ocasionaran numero-
sos aductos posibles en los analitos. Los
cationes de sodio desempenan un papel
especialmente significativo en la formacion
de aductos. En comparacién con [M+H]* o
[M-H]J-, forman, entre otras, aducciones de
[M+Na]* o [M+Na+acido acético-2H]-.

Cuando se produce una intensa formacion
de aductos, la cantidad de iones protona-
dos o deprotonados (que generalmente se
utilizan para el andlisis) se reduce propor-
cionalmente. Por lo tanto, la formacién de

aductos puede reducir considerablemente
la sensibilidad de un método e influir
negativamente en los limites de deteccion
de analitos. Durante el almacenamiento
prolongado de agua de alta pureza (p. €j.,
grado LC-MS) en botellas de vidrio pueden
lixiviarse cationes de sodio del vidrio, lo
gue ocasionard una mayor formacién de
aductos durante el andlisis. Este problema
se puede evitar utilizando el sistema arium
pro VF TOC, ya que permite disponer en
todo momento de agua ultrapura recién
preparada para los analisis HPLC/nanoESI-
MS/MS. En estudios previos, se establecio
asimismo que el agua ultrapura de arium,
con un promedio de 3,82 ppb de TOC,
tiene un contenido claramente inferior
de TOC que el agua (grado LC-MS) de
botellas recién abiertas de los proveedores
habituales del mercado, que tienen un
promedio de 45,5 ppb de TOC (medido el
23/4/2013). Esta hipotesis es ratificada por
los andlisis realizados por Tarun et al. (6),
qgue muestran valores superiores de impu-
rezas orgdnicas en el agua embotellada
para analisis HPLC disponible en el merca-
do en comparaciéon con el agua ultrapura
recién preparada.
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