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Dinamica de los antioxidantes en la maduracién y post-cosecha de pimiento
(Capsicum annuum L..)
La maduracion y post-cosecha de frutos de pimiento son procesos que tienen asociados
cambios drésticos en el metabolismo, asi como en sus caracteristicas fenotipicas, siendo
el cambio de color el mas evidente, como resultado de la degradacion de las clorofilas y
la concomitante sintesis de nuevos pigmentos. Dentro de los cambios metabdlicos que
se producen hay que destacar los asociados a los sistemas antioxidantes, tanto
enzimaticos como no enzimaticos, que estan implicados en la modulaciéon de los

niveles de las especies de oxigeno reactivo (ROS).

Esta Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de la dindmica de los sistemas
antioxidantes que operan durante la maduracion y la post-cosecha en el fruto de
pimiento, en especial en el ascorbato (AsA), y en los de naturaleza enzimatica
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y
peroxidasas (POD), empleandose aproximaciones bioquimicas y moleculares. Asi, se
ha observado una disminucion de la actividad CAT contrario al aumento que se
producia en las PODs o en la SOD, y que podria estar regulado por especies de

nitrégeno reactivo (RNS) durante la maduracion de los frutos.

Por otro lado, debido a que el pimiento es una de las hortalizas con mayor
contenido en ascorbato, durante este trabajo se han investigado algunos de los
mecanismos implicados en su sintesis y degradacion. Para ello se han estudiado a nivel
bioquimico y molecular enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de AsA, como la
L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH) que, durante la maduracion, ve
aumentada su actividad. Se comprobd también que enzimas relacionadas con la
utilizacion de ascorbato, como la APX, incrementaban su actividad durante este
proceso, al igual que ocurria con la GaLDH. Asimismo, se investigo la interaccion de
estas enzimas del metabolismo del ascorbato con las RNS y su potencial regulacion por
estas especies durante la maduracion de los frutos. Ademas, en esta Memoria se aportan
datos preliminares sobre los niveles de metabolitos implicados en la sintesis y
degradacion de ascorbato (galactosa, mio-inositol, y treonina, entre otros), obtenidos
mediante la técnica de espectrometria de masas combinada a la cromatografia de gases

(GC-MS).



El oOxido nitrico (NO) es un radical implicado en numerosos procesos
fisiologicos. Durante esta Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto de la aplicacion de
atmosferas enriquecidas en NO sobre los niveles de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en frutos de pimiento. Asimismo se han llevado a cabo estudios in vitro de
la accion del NO y otras especies de nitrogeno reactivo (RNS) sobre la actividad de
ciertas enzimas antioxidantes que podria estar mediada por posibles modificaciones
post-traduccionales (nitracion y S-nitrosilacidén). Paralelamente se determind Ila
actividad de la nitrosoglutation reductasa (GSNOR) y se analizo el nivel de los
nitrosotioles proteicos (SNOs) durante la maduracion de los frutos, observandose
coémo la actividad enzimatica de la GSNOR disminuia frente al aumento de los SNOs a
lo largo de dicho evento.

En conjunto, los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral nos han permitido
profundizar en como los sistemas antioxidantes y el NO participan en la maduracion de
frutos de pimiento en una forma que parece predecir la existencia de una comunicacion

muy activa entre ellos durante dicho proceso fisiologico.
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Antioxidant systems in pepper fruits (Capsicum annuum L.) during
ripening and postharvest.

Pepper fruit ripening and post-harvest are processes that have associated drastic changes
in the metabolism, as well as in its phenotypic characteristics, being the colour change
the most evident, as a result of the degradation of the chlorophylls with the concomitant
synthesis of new pigments. Among the metabolic changes which take place, it is
important to highlight the antioxidant systems, both enzymatic and non-enzymatic, that
are involved in the modulation of reactive oxygen species (ROS) levels.

This PhD Thesis has been focused on the study of the antioxidant systems that
operate during pepper fruit ripening and post-harvest, especially on ascorbate (AsA)
and on the antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX) and peroxidases (POD), using biochemical and
molecular approaches. Thus, it has been observed that the metabolism of these
antioxidant enzymes was regulated during the ripening of the fruits, possibly through
reactiven nitrogen species (RNS), with a decrease of the CAT activity in comparison
with the increase that occurred in the PODs and the SOD, indicating the relevance of
these enzymes during this physiological process.

Considering that pepper fruit is one of the vegetables with the highest ascorbate
content, during this work some of the mechanisms involved in its synthesis and
degradation have been addressed. For this purpose, we have studied at biochemical and
molecular level enzymes involved in the biosynthetic pathway of AsA such as L-
galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH), which, during ripening, underwent
an activity increase. It was also found that enzymes related to the use of ascorbate, such
as APX, increased their activity during this process, as it occurred with GaLDH.
Likewise, the interaction of these enzymes of the ascorbate metabolism with RNS was
investigated as well as their potential regulation during ripening of fruits by these
species. Besides, this Memory reports preliminary data on the levels of metabolites
involved in the synthesis and degradation of ascorbate (galactose, myo-inositol, and
threonine, among others), as determined by using the gas chromatography/mass
spectrometry approach (GC- MS).

Nitric oxide (NO) is a free radical molecule involved in numerous physiological
processes. During this PhD thesis, the effect of NO-enriched atmospheres on enzymatic

and non-enzymatic antioxidant in pepper fruits has also been studied. Moreover, in vitro
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assays of the NO and other reactive nitrogen species (RNS) effects on the activity of
certain antioxidant enzymes which could be mediated by post-translational
modifications such as nitration and S-nitrosylation have been also carried out. At the
same time, the nitrosoglutathione reductase (GSNOR) activity and the level of
protein nitrosothiols (SNOs) during fruit ripening were also analyzed. Thus, it was
found that whereas the GSNOR activity lowered, the protein SNOs increased
throughout this physiological event.

In summary, the obtained data in this PhD Thesis have allowed us to get deeper
knowledge on the pepper fruits ripening where both antioxidant systems and NO

metabolism participate with a very active interaction.
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Introduccion / Introduction

1. El Pimiento: Historia, distribucion e importancia econémica

Los origenes del pimiento (Capsicum annuum L.) se sitian principalmente en América
de Sur, en las zonas de Bolivia y Per desde las cuales fue exportado a Europa. Su
nombre “Capsicum” proviene del latin y significa “caja”, haciendo referencia a la forma

tan caracteristica de los pimientos.

Su introducciéon en Europa supuso un enorme cambio a nivel nutricional,
agrondmico y econdémico ya que se ha convertido en la segunda hortaliza mas
consumida a nivel mundial por detrés
del tomate. Asi, y de acuerdo con los Production (%)
datos facilitados por la Organizacion

para la Agricultura y la Alimentacion de » .
las Naciones Unidas B México

@ Turkye
(http://www.fao.org), la produccion B indonesia
@ Spain

mundial de los frutos de pimiento

(dulces y picantes) ha pasado de una

produccién de 13 a 31 millones de Figure 1. Percentage of pepper fruits production

toneladas entre 1994 y 2014, lo cual by countries in 2014. Data source FaoStat.
’ http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

implica un aumento de 2,4 veces en tan

solo 20 afios.

El pimiento es una hortaliza que se destina para varios usos, siendo el principal
de ellos, el consumo en fresco, seguido del secado de pimiento para producir pimenton,

la fabricacion de conservas y el uso de variedades picantes como especias.

Posiblemente estas utilidades tan diversas, le han hecho cobrar un valor
comercial importante a nivel mundial. Dentro de los principales productores de
pimiento, generalmente de pimiento picante, encontramos: China, Turquia, México,
Indonesia y Espafia (Fig.1). Sin embargo, dentro de los rendimientos de cada pais es
Espana quien posee una posicion privilegiada, ya que es uno de los paises con mayor
obtencion de kilogramos por hectarea (Tabla 1). En Espafia, el pimiento es uno de los
cultivos horticolas bajo invernadero con mayor superficie cultivada siendo el primer
exportador de la Unidén Europea y uno de los tres primeros exportadores mundiales

junto con China y EE.UU. A nivel nacional, casi la mitad de la produccion de pimiento
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dulce se sitia en Almeria (region lider) y Murcia, aunque su cultivo se encuentra
distribuido por todo el pais. En la region almeriense suelen cultivarse los pimientos en
la temporada otofio-invierno, mientras que en Murcia suele ser en primavera-verano.
Estos cambios en la época de cultivo y por las condiciones ambientales en cada region
hacen que los pimientos posean caracteristicas diferentes.

Table 1. Pepper (Capsicum annuum L.) yield (kg/ha) by country in 2014. Data source
FaoStat http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC.

Country Yield (kg/ha)
Spain 61057
China 22610
Turkey 21069
México 19047

Indonesia 7113

2. Taxonomia, morfologia y tipos de pimiento

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una especie anual de origen tropical
perteneciente a la familia Solanaceae. Es una herbacea de porte variable entre 0,5 m (en
variedades al aire libre) y mas de 2 m (hibridos cultivados en invernadero) (Fig. 2 a). El
fruto, que es no climatérico, tiene forma de baya hueca, con diferentes coloraciones
(Fig. 2 ¢). Su sistema radicular, que puede alcanzar 0,6 m de profundidad en funcion de
la altura del suelo y de su textura, generalmente estd formado por una raiz pivotante que
posteriormente desarrolla un sistema radicular lateral que puede cubrir hasta 1,2 m de
diametro. El tallo es de crecimiento limitado y, dependiendo de la variedad, presenta un
nimero determinado de tallos secundarios que a su vez se ramifican de forma

dicotomica (Fig. 2 a).

La hoja es entera, lampifia y lanceolada con un peciolo largo y poco aparente. El
haz es glabro (liso y suave al tacto), de color verde mas o menos intenso (dependiendo
de la variedad) y brillante (Fig. 2 a). Las hojas se insertan en el tallo de forma alterna y
su tamafio es variable en funcion de la variedad, existiendo cierta correlacion entre el
tamafio de la hoja adulta y el peso medio del fruto. Las flores aparecen solitarias en cada
nudo del tallo, con insercion en las axilas de las hojas. Son pequefias y constan de una
corola blanca que en ocasiones pueden ser blanco-verdosas y rara vez violaceas (Fig. 2

b). La polinizacion es autégama, aunque puede presentarse un porcentaje de alogamia
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que no supera el 10% (Cochran 1938; DeWitt & Bosland 1993). Las semillas se
encuentran insertas en una placenta conica de disposicion central. Son redondeadas,
ligeramente reniformes, de coloracion amarillo palido y con forma y longitud variable

segun especies y variedades (Fig. 2.c).

(b)

Figure 2. Morphology of pepper plants. a) Pepper plant grown in green house and showing:
stem, leaves and fruits; b) Types of Capsicum flowers; C) Pepper fruits: Inmature (green) and
mature (red and yellow) and seeds.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el pimiento es una especie no
climatérica, lo que implica que su maduracion no estd condicionada por la sintesis de
etileno y la respiracion (Saltveit, 1977; Lurie et al., 1986). Dentro del término Capsicum
annuum se engloban muchas variedades que se diferencian en forma, tamafo, color
(Fig. 3), sabor, usos culinarios, asi como por su amplia distribucion. De forma general
los frutos inmaduros de pimiento son verdes y viran a rojo, amarillo, naranja e incluso

violeta , dependiendo de la variedad,cuando maduran (DeWitt & Bosland 1996).
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Figure 3. Capsicum varieties. Photo by David Baumler.

El pimiento puede clasificarse en base a sus caracteristicas culinarias y
organolépticas quedando divididos en pimiento dulce y picante. Si utilizamos el criterio
de la forma, el pimiento dulce en este caso puede clasificarse en tres tipos (Fig. 4)

(Mateos et al. 2013):

- Tipo California: son frutos caracterizados por presentar los ejes longitudinales y
transversales de tamano similar; son frutos cortos y anchos con una forma cuadrada,
“de caja”, con tres o cuatro cascos. Presentan un mesocarpio carnoso y de grosor
variable. Suelen virar durante la maduracién de verdes a rojo/amarillo o naranja y
son los cultivares mas sensibles y exigentes en temperatura. Por ello, este cultivar
suele plantarse temprano (en funcion de la climatologia de la zona, suele ser desde
mediados de mayo a principios de agosto) con el fin de evitar problemas durante el
cuajado provocados por el descenso de temperatura y para alargar el ciclo vegetativo
(Fig. 4a).

- Tipo Lamuyo: frutos alargados y cuadrados de carne gruesa. Menos sensibles a los
cambios de temperatura y con un porte vigoroso (mayor porte y entrenudos largos).
Suelen cultivarse en ciclos mas tardios (Fig. 4b).

- Tipo Dulce italiano: son frutos estrechos, alargados y acabados en punta, de carne
fina, que se cultivan en ciclo unico. Suelen ser més tolerantes al frio por lo que su
plantacion es tardia, en septiembre y octubre y la recoleccion entre diciembre y mayo

(Fig. 4c).
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(a) California (b) Lamuyo (¢) Dulce italiano

Figure 4. Phenotypes of the different types of pepper. a) California. b) Lamuyo. c) “Dulce
italiano”

Uno de los compuestos mds caracteristicos del pimiento, y especialmente de los
pimientos picantes, es la capsicina. La capsicina es un alcaloide de naturaleza
fenilpropanoide producido principalmente en el género Capsicum y que es responsable
de la acrimonia de los frutos picantes. Es un compuesto perteneciente a la familia de los
capsicinoides, que estd formada por al menos 22 miembros, donde el principal es la
capsicina. Este compuesto junto con la dihidrocapsicina representan el 90% de esta
familia en los frutos de pimiento picante (Reyes-Escogido et al. 2011), y estan
localizados en la vacuola de las células epidérmicas de la placenta y del septo del fruto
(Ishikawa 2003; Garcés-Claver et al. 2007). La concentracion de este compuesto
aumenta a lo largo del desarrollo, alcanzando sus valores mas altos cuando el fruto
adquiere el mayor tamafio. Posteriormente, este compuesto es degradado en productos
secundarios mediante la accion de peroxidasas (Estrada et al. 2002; Ishikawa 2003;

Sung et al. 2005; Sharma et al. 2013; Srinivasan 2014; Palma et al. 2015).

Diferentes trabajos han mostrado que los capsicinoides, y en particular la
capsicina, poseen una gran variedad de actividades biologicas y fisioldgicas que los dota
de ciertas funciones tales como actuar como antioxidantes (Materska & Perucka 2005;
Reyes-Escogido et al. 2011), anticancerigenos (Macho et al. 2003), estimulantes del
metabolismo energético y supresores de la acumulacion de grasas (Materska & Perucka
2005) y como anti-inflamatorios, aunque estas aplicaciones son aun limitadas debido a

la irritacién provocada por su acrimonia (Reyes-Escogido et al. 2011).

Al ser cultivos propios de climas tropicales, son importantes los factores como la

temperatura, la humedad relativa, el tipo de suelo, la luz o el riego. Son plantas con una
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temperatura optima de cultivo que oscila entre 15-30°C, lo que hace que los cambios de
temperatura generen alteraciones en las funciones fisiologicas y morfologicas durante el
desarrollo, y eso convierte estos factores en esenciales para la evolucion adecuada del
cultivo (Marti et al. 2011). No aguantan heladas y exigen climas calidos o templados.
Su temperatura minima de germinacion y crecimiento es de 15°C y la de floracion y
fructificaciones como minimo, de 18°C. De hecho en épocas mas frias, como las de
otofio o invierno, este cultivo se da en invernadero. Tanto las altas como las bajas
temperaturas generan problemas en el cultivo. Las bajas temperaturas (10-15°C)
provocan malformaciones en las flores, frutos de pequefio tamafio con deformaciones y
reduccién en la viabilidad del polen. Por otro lado, las altas temperaturas provocan la
caida de flores y frutos (Pressman et al. 1998; Erickson & Markhart 2002; Shaked et al.
2004; Pressman et al. 2006; Airaki et al. 2012; Mateos et al. 2013).

Durante el desarrollo de la planta es necesaria una humedad relativa entre 50-
70%. Si la humedad relativa es demasiado elevada pueden desarrollarse enfermedades
en las partes aéreas de la planta que dificultan su fecundacion. Si la humedad relativa es
baja y estd acompanada de temperaturas altas, se produce la caida de flores y de los

frutos recién cuajados.

El pimiento es un cultivo que necesita gran cantidad de luz, sobre todo en el
primer periodo de crecimiento después de la germinacion (Erickson & Markhart 2001),
y suelos con buen drenaje, ricos en materia organica, sueltos, arenosos y profundos. Se
debe mantener un riego constante y moderado durante todas las fases de cultivo, a pesar
de que toleran bien una falta puntual de agua; sin embargo, los suelos encharcados
provocan la aparicion de hongos en las raices y la pudricion de éstas. La forma ideal de
riego es por goteo, ya que la aspersion da lugar al desarrollo de hongos al mojar las
hojas y los frutos. Estas particularidades hacen que la mayoria de los pimientos sean
cultivados en invernaderos para el manejo de las condiciones propias del cultivo

(http://www.redpermacultura.org).

3. Caracteristicas nutricionales

Entre las caracteristicas nutricionales del pimiento destaca su alto contenido en agua

(90%) y su contenido en fibra, pectinas, glucosa y fructosa, lo que le hace ser una
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hortaliza de bajo aporte calorico y proteico, por lo que, al igual que el resto de verduras,

apenas aporta grasa.

Los pimientos, son una fuente natural de antioxidantes. Entre ellos encontramos
los carotenoides como fuente de vitamina A, responsables de del color en los frutos
maduros, cualidad debida fundamentalmente a la capsantina; la vitamina E o a-
tocoferol, que retarda o inhibe la oxidacion lipidica, ya que actiia como secuestrador de
radicales lipidicos (Smirnoff & Wheeler 2000); y la vitamina C, siendo el pimiento uno
de los productos agricolas, incluyendo frutas y verduras, con mayor contenido de
vitamina C o ascorbato, con valores por encima de frutas como la naranja o la fresa
(Marti et al. 2011; Palma et al. 2011a). La vitamina C, ademas de ser un potente
antioxidante, interviene en procesos como la formacién de colageno, globulos rojos,
huesos y dientes, al mismo tiempo que favorece la absorcion del hierro de los alimentos
y aumenta la resistencia frente a infecciones (Davey et al. 2000; Martinez et al. 2005).
Aunque en menor cantidad también encontramos vitaminas del grupo B (B6, B3, B2 y
B1) (Howard et al. 2000; Navarro et al. 2006, Mateos et al. 2013). Factores como el
estado de maduracion, condiciones ambientales o el almacenamiento de los frutos
condicionan el contenido de estos antioxidantes (Jiménez et al. 2003; Martinez et al.
2005; Navarro et al. 2006). Entre los minerales encontramos hierro, potasio, magnesio,

fosforo y calcio (Palma et al. 2016).

4. Maduracion y post-cosecha

La maduracién es un proceso altamente coordinado, programado genéticamente e
irreversible que conlleva una serie de cambios fisioldgicos, bioquimicos y
organolépticos que desembocan finalmente en un fruto maduro, comestible y apto para
el consumo humano, en aquellos que se destinan a este fin. Las rutas involucradas en los
procesos de desarrollo y maduracion son exclusivas en plantas y varian en funcién de la
especie y en las que estan implicados un gran nimero de genes y proteinas (Klie et al.
2014). Como ecjemplo de ello tenemos al pimiento; durante el desarrollo y la
maduracion del pimiento se producen una serie de cambios unidos a un intenso
metabolismo (Fig. 5) (Howard et al. 2000; Palma et al. 2011b; Mateos et al. 2013a;
Palma et al. 2015). Uno de los cambios que tiene lugar durante este proceso es el viraje
de color. Los frutos inmaduros de color verde viran a un color rojo/amarillo/naranja o

violeta al alcanzar la madurez fisiologica. La conversion de cloroplastos a cromoplastos
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provoca cambios a nivel bioquimico como es la acumulacion de carotenoides (licopeno
y capsantina, entre otros). Estas modificaciones son aparentes a nivel de coloracion, ya
que tras la destruccion de la clorofila, se pasa del color verde caracteristico de éstas al
amarillento rojizo de los carotenoides (Bouvier et al. 1998). A nivel subcelular, aparte
de la transformacion de los plastidios, conviene destacar la implicacion de los
peroxisomas y las mitocondrias durante la maduracion de frutos (Jiménez et al. 2002;

Mateos et al. 2003; Palma et al. 2015)

Durante la maduracion también tiene lugar la emision de compuestos volatiles
como ¢ésteres, aldehidos y compuestos azufrados, entre otros, provocada por el fuerte
metabolismo asociados a la respiracion (Csoka et al. 2013), a la vez que se da la
formacion de pectinas y sintesis de proteinas. Otro de los cambios relevantes, es la
alteracion del sabor y la textura, y que generalmente tiene lugar un cambio en la acidez
y el pH. Cuando el fruto alcanza la madurez, el almidon es transformado en azlcares
simples y al mismo tiempo se van acumulando &cidos orgdnicos y compuestos

fenolicos, lo que provoca un aumento en el amargor y la astringencia.

Finalmente, el fruto durante la maduracion tiene cambios texturales, como el
ablandamiento. Estos cambios son propios de cada variedad ya que van asociados al

grosor de la pared celular asi como a la composicion de la misma (Brummell et al.

2004).

Intense metabolism

Emission of volatile organic compounds (respiration)
Destruction of chlorophyll

Synthesis of new pigments

Formation of pectins

Protein synthesis

— Taste alteration (acidity, pH and astringency)

Changes in total soluble reducing equivalents, ROS

Figure 5. Events which take place during ripening of pepper fruits. (Palma et al. 2011b)

El proceso de la maduracion estd influenciado tanto por factores externos (las
condiciones medioambientales y los factores bidticos) como por factores internos; y

siempre va a estar condicionado por el tipo de fruto, ya sea climatérico o no.
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Los frutos climatéricos son aquellos en los que, durante la maduracion tiene
lugar un incremento de etileno, que controla la tasa respiratoria y hace que ésta
aumente, loque esta asociado a la pérdida de firmeza de muchos frutos con gran
importancia econdmica como el tomate y el melocoton. Esta fitohormona es crucial en
el desarrollo de estos frutos y también en la respuesta de la planta al medio ambiente, ya
que los factores ambientales a los que estan sometidos los frutos en las fases de

transporte, almacenaje o post-cosecha influyen en la biosintesis del etileno.

Por otro lado, los frutos no climatéricos, como es el pimiento, los citricos o la
fresa, son aquellos independientes de la produccion de etileno y por lo tanto la
respiracion se mantiene invariable. Este comportamiento no estd relacionado con la
clasificacion taxonémica y es independiente de cada especie. De ahi, que especies como
el tomate y el pimiento que pertenecen a la misma familia presenten respuestas

diferentes al etileno (Palma et al. 2011b).

Los frutos maduros, climatéricos o no, con el tiempo comienzan un proceso
conocido como senescencia. Este proceso natural degenerativo es un factor esencial en
la post-cosecha de muchos frutos. El proceso de post-cosecha de los frutos puede variar
desde varios meses a unos pocos dias, y esta influenciado por diversos factores internos

y externos (Tian et al. 2013; Perotti et al. 2014).

El pimiento, como otras hortalizas destinadas al consumo humano y debido a los
periodos que transcurren entre la cosecha y el consumo, ha de someterse a tratamientos
y procesos de almacenamiento para mantener intactas sus propiedades organolépticas.
Una de las claves esenciales en el manejo de frutos frescos se basa en las estrategias
aplicadas para el almacenamiento y transporte desde que son recolectados hasta que son
comercializados. Durante el proceso de post-cosecha, los frutos estan sujetos a
importantes pérdidas de agua y dafios por frio, afectando todo esto a las propiedades
nutricionales por la cuales son valorados (Banaras et al. 2005; Smith et al. 2006;
Cuadra-Crespo & del Amor 2010). Por ello, las estrategias de post-cosecha deben
asegurar la adecuada conservacion de las cualidades de los frutos, como el aroma, el
sabor, la turgencia, el color o su poder nutricional debido a que no solo afectan a la
calidad del fruto sino también a los beneficios econémicos de los productores y del

mercado.
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Debido al alto valor nutricional del pimiento y su importancia comercial, a lo
largo de los afios se han estudiado estrategias de conservacion que permitan mantener la
calidad del fruto y prolonguen el tiempo de almacenamiento (Raffo et al. 2007, 2008;
Morgado et al. 2008; Sabularse et al. 2009). Se ha observado cémo el tiempo de
almacenamiento de los pimientos dulces, cominmente consumidos en Espafia, se
incrementaba en atmdsferas controladas con baja concentracion de oxigeno y altos
niveles de dioxido de carbono (Howard & Hernandez-Brenes 1998). Atmdsferas con
bajos niveles de oxigeno retardan la maduracion y la respiracion durante los periodos de
almacenamiento y transporte. También se ha comprobado como la maduracion del
pimiento puede ser atenuada o acelerada bajo ciertas condiciones, al ser expuesto a
ciertas sustancias. La exposicion a atmosferas carentes de oxigeno, con exceso de CO, y
con la presencia de inhibidores de la respiracion, paraba el proceso de la maduracion, y
modificaba el sabor de los frutos debido a los procesos enzimaticos que tenian lugar.
Por el contrario, altos niveles de O, pueden estimular la maduracidon. Igualmente este
proceso puede ser acelerado en tratamientos post-cosecha por el uso de sustancias como
el “Etefon” que regula el crecimiento vegetal y acelera la maduracion o el “Azetil” que
es una mezcla de dos gases, etileno y nitrogeno (Giambanco de Ena 2006). De forma
similar, se ha demostrado que el etileno es efectivo en los tratamientos post-cosecha
para acelerar los cambios de color (Fox et al. 2005). El peroxido de hidrogeno, aplicado
en etapas de post-cosecha, puede mejorar la calidad de los frutos de Capsicum
(Bayoumi 2008). Asimismo, recientemente nuestro grupo de trabajo ha demostrado que
la maduracion de los frutos de pimiento estd también modulada por el 6xido nitrico

(NO) (Chaki et al. 2015).

Los frutos de pimiento, como en otros muchos cultivos, durante los procesos de
almacenamiento sufren pérdidas de color. Estas pérdidas comienzan con la degradacion
de vitaminas como la C y contintia con la degradacion de los carotenoides debido a la
oxidacion por especies de oxigeno reactivo (ROS). Durante los ultimos afios se han
realizado estudios sobre cambios en antioxidantes como ascorbato, carotenoides,
compuestos fendlicos, enzimas antioxidantes y capacidad antioxidante total en
pimiento, bajo diferentes condiciones de almacenamiento y post-cosecha (Jiménez et al.
2003; Raffo et al. 2007; 2008). Sin embargo, el desarrollo de unas condiciones

“Optimas” de almacenamiento asi como un andlisis exhaustivo donde se incluyan los

24



Introduccion / Introduction

principales antioxidantes se hace necesario para poder tener una vision clara de como la

fisiologia del fruto es afectada por el proceso de post-cosecha.

5. Metabolismo de las especies de oxigeno reactivo (ROS) y sistemas
antioxidantes

5.1. Especies de oxigeno reactivo (ROS)

La necesidad del O, por parte de los organismos aerobios lleva asociada la generacion
de ROS vy, por tanto su posible toxicidad ha hecho que los organismos aerobios
desarrollen a su vez un sistema complejo de defensa y control frente a los efectos no

deseados derivados de la reactividad del oxigeno.

El témino especies de oxigeno reactivo (ROS) incluye moléculas radicales y no
radicales formadas en las etapas de reducciéon completa del O, hasta agua (Fig. 6)
(Halliwell 2007;Corpas et al. 2015a; Mittler 2017). Estas ROS pueden ser producto de

la actividad metabolica normal o consecuencia de las distintas perturbaciones

medioambientales.
ONOO*
INO
Singlet oxygen Dioxygen Superoxide radical Peroxide ion
e - e N
10, < o, > 0, —> 02
2H~l
Fez’ e Ht
H,0, > OH’ H,0

Hydrogen peroxide I Hydroxyl radical
H,0, + Fe?*=—>0H "+ OH"+ Fe3*

Figure 6. Formation of different ROS from oxygen reduction. Scheme from Mittler (2017).

Las principales ROS son: anion superoxido (O;”), radical hidroxilo (OH) y
peroxilo (ROO’) como moléculas radicales, y perdxido de hidrogeno (H,0O,), oxigeno
singlete (*O,) y 0zono (O3) como no radicales. En condiciones fisiologicas optimas,
estas moléculas son producidas en numerosas rutas metabolicas, siendo las cadenas

transportadoras de electrones presente en cloroplastos y mitocondrias las fuentes
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principales de ROS (Halliwell 2006; del Rio 2015), aunque también son producidas en

los peroxisomas y por la accién enzimadtica de diversas oxidasas.

Como moléculas sefializadoras, las ROS son altamente versatiles debido a sus
diversas propiedades que incluye los diferentes lugares de produccion, los diferentes
niveles de reactividad y su capacidad para atravesar o no las membranas bioldgicas
(Mittler 2017). En la tabla 2 se muestran algunas de las caracteristicas quimica y

celulares de estas ROS.

En plantas, el H,O; es generado de forma natural pero también en respuesta a
diferentes estreses tanto bidticos como abiodticos. La membrana plasmatica, la -
oxidacion de acidos grasos y la fotorespiracion son las principales fuentes de H,O, en
células vegetales. Aunque las reacciones de fotooxidacion y la NADPH oxidasa (NOX)
también contribuyen a la formacion de esta ROS (Sharma et al. 2012; Corpas et al.
2015a; del Rio 2015). El H,O; es una especie que tiene relativa facilidad para atravesar
las membranas, por lo que el dafio oxidativo que ocasiona puede darse en lugares
relativamente alejados del sitio donde se generd. Esta facilidad para difundir en el
interior de la célula la hace tener un papel importante como molécula sefal, ya que
puede activar genes de defensa en las plantas, incluyendo los relacionados con la muerte
celular programada (PCD) (Corpas 2015). Entre las causas de su toxicidad bioldgica,
estd su capacidad de reaccionar con los grupos —SH, y la formacion del radical hidroxilo
tras su reaccion con el radical superdxido en presencia de metales (Halliwell 2007; Gill

& Tuteja 2010).

Entre las fuentes enzimaticas de generacion de O,", estd la xantina oxidasa
(XOD) implicada en el metabolismo de purinas (Corpas et al. 2008b) y el analogo en
plantas a la NADH oxidasa (NOX) que est4 unida a la membrana plasmatica, designada
como proteina homologa de la oxidasa de la explosiva respiratoria o “respiratory burst
oxidase homologue” (RBOH). Esta enzima esta codificada en plantas por una familia
mutilgénica con 10 miembros en Arabidopsis (RBOHA-RBOHJ) y 9 en arroz (Sagi &
Fluhr 2006; O'Brien et al. 2012). Pero hay otras fuentes como los cloroplastos, las
mitocondrias y los peroxisomas que contribuyen a la formacion de esta ROS. Esta
molécula es inestable en solucidén acuosa y con una vida media muy corta (Asada 2006;
del Rio et al. 2006; Halliwell 2007; del Rio 2013). Este radical es capaz de reaccionar

con NO produciendo peroxinitrito (ONOQO"), que es una molécula con gran capacidad
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oxidante. Entre los efectos mas toxicos del O, esta la reaccion con el H,O, en
presencia de metales como Fe o Cu tal y como se ha mencionado anteriormente,
llevandose a cabo la reaccion Haber-Weiss donde se produce el radical hidroxilo (OH),
que es uno de los oxidantes mas potentes conocidos. Este ultimo tiene una vida media
muy corta y puede reaccionar con proteinas, acidos nucleicos, lipidos de membrana y

otras moléculas organicas (Gutteridge & Halliwell 2000) (Tabla 2).

El oxigeno singlete (‘O;) es otra de las especies de oxigeno reactivo mas
oxidantes, y es la forma excitada no radical del oxigeno. Se puede producir bajo alta
iluminacién, en concreto en el fotosistema II, dando lugar a reacciones de
fotosensibilizacion. Esta energia de excitacion se transmite al O,, formandose el 'O,
(Gutteridge & Halliwell 2000).

Table 2. Reactivity (mode of action), production systems and scavenging of ROS in plant
cells. APX, ascorbate peroxidase; CAT, catalase; SOD, superoxide dismutase; GPX, glutathione
peroxidase; PER, peroxidase; PRX, peroxiredoxin; RBOH, respiratory burst oxidase homolog.
Modified from (Mittler 2017).Compiling data of the table were reported by Halliwell 2007,

Mittler et al. 2011; Konig et al. 2012; Foyer & Noctor 2013; Vaahtera et al. 2014 and Mignolet-
Spruyt et al. 2016.

Apoplast (RBOHs), o
Reacts with Fe-S proteins chloroplasts, a 4 d
Dismutates to H,0, mitochondria, ot
peroxisomes, ascorbate...
electron transfer chains
Fl ids,
Extremely reactive with all Iron and H,0, a:z;::le g
biomolecules including DNA, RNA, (Fenton reaction) zugars'
lipids, and proteins scorhute
Reacts with proteins by attacking Peroxisomes, APX, CAT, GPX,
cysteine and methionine residues. chloroplasts, PER, PRX,
Reacts with heme proteins. Reacts mitochondria, ascorbate,
with DNA. cytosol, apoplast glutathione,...
F)xndnzes lipids, protems. Membranes, Carotancids and
(Trp, His, Tyr, Met, and Cys residues), chloroplasts,
> ” o-tocopherol
and G residues of DNA nuclei

Actualmente, se sabe que las ROS son ademds un componente esencial en la red
de senalizacion de las plantas que promueve su crecimiento y que actia frente a los

cambios ambientales a los cuales se ven sometidas. La gran variedad de los sistemas
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antioxidantes presentes en las células vegetales ha permitido regular el contenido de

estas ROS y asi poder ser usardas como transductores de senales (Mittler et al. 2011).

Las ROS tienen un papel importante en procesos bioldgicos como el
crecimiento, desarrollo, respuesta a estreses bidticos y a estimulos medioambientales, en
el metabolismo de la planta y en la activacion de la muerte celular programada (Fig. 7)

(Gill & Tuteja 2010; Mittler et al. 2011; del Rio 2015; Mittler 2017).

Environmental
stress

‘ Growth
Scavenging _l . Development
mechanisms ROS » Signal * Cell death

‘H]gh levels (A)biotic stress response

Oxidative
cell injury

Figure 7. Role of ROS. Environmental stress conditions induce over-production of ROS which
can produce oxidative damage. Nevertheless, plants have an antioxidant system that allows
ROS to be used as a signal in distinct biological processes, such as growth and development,
responses to biotic and abiotic stresses, and programmed cell death (PCD). Reproduced from
Vanderauwera et al. (2009).

El proceso en el cual se da la produccion de ROS como subproducto del
metabolismo aerdbico, unido a la destoxificacion o eliminacion de estas ROS por
mecanismos celulares antioxidantes, se produce constantemente en la célula con el fin
de prevenir el dafo oxidativo, siendo el objetivo de los sistemas antioxidantes el de

mantener las ROS a niveles basales no toxicos (Fig.8).
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Figure 8. Effects of ROS on the regulation
of different cellular processes. When the
ROS levels are low they can be cytostatic for
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5.2. Sistemas antioxidantes

Las plantas poseen un complejo sistema de defensa antioxidante, compuesto por
sistemas enzimaticos y no enzimaticos encargados de mantener los niveles adecuados

de ROS. A continuacidn, se hard una breve descripcion de los mas relevantes en plantas.

5.2.1. Antioxidantes enzimaticos

Los sistemas antioxidantes enzimaticos en plantas estdn compuestos por enzimas como
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la familia de las peroxidasas
(peroxirredoxinas, glutation peroxidasas, tiorredoxina peroxidasas, etc.), enzimas del
ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH) como la ascorbato peroxidasa (APX),
monodeshidroascorbato reductasa (MDAR), la deshidroascorbato reductasa (DAR) y la
glutation reductasa (GR). Estas enzimas actian en diferentes compartimentos
subcelulares respondiendo conjuntamente cuando la célula estd expuesta a estrés

oxidativo (Tabla. 3).

Table 3. Major ROS scavenging antioxidant enzymes (Gill & Tuteja 2010).

Enzymatic antioxidants Enzyme code Reactions catalyzed

Superoxide dismutase (SOD) EC 1.15.1.1 05" + 0y + 2H" — 2H50, + 0y
Catalase (CAT) EC1.11.1.6 H20; — H;0 + '/,0,

Ascorbate peroxidase (APX) EC1.11.1.11  Hz0, + AA — 2H,0 + DHA

Guaicol peroxidase (GPX) EC1.11.1.7 H;0, + GSH — H,0 + GSSG
Monodehydroascorbate reductase (MpAR) EC 1.6.5.4 MDHA + NAD(P)H — AA + NAD(P)*
Dehydroascorbate reductase (DHAR) EC 1.8.5.1 DHA + 2GSH — AA + GSSG
Glutathione reductase (GR) EC 1.6.4.2 GSSG + NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)"

% Superoxido dismutasa (SOD EC 1.15.1.1)

Las enzimas superdéxido dismutasas (SODs) son consideradas uno de los sistemas
antioxidantes enzimaticos mas efectivos y son la primera defensa frente a los efectos
toxicos del radical superoxido. Mientras que enzimas como la catalasa y algunas
peroxidasas se encargan de eliminar el peroxido de hidrogeno, las SODs son las tnicas
encargadas de eliminar el radical superdxido O, (Gill & Tuteja 2010; Sharma et al.
2012; Palma et al. 2013). Las SODs son una clase de metaloenzimas con diferente
naturaleza segin el metal localizado en su centro activo. En base a esto podemos

diferenciar tres tipos de SODs: las cupro/zinc (CuZn-SOD), las manganeso (Mn-SOD)
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y las ferro (Fe-SOD) superoxido dismutasas, todas ellas localizadas en diferentes

compartimentos celulares (Palma et al. 2013).

El numero y tipo de las SODs varia en funcion de la especie, 6rgano, etapa de
crecimiento y de las condiciones ambientales (Corpas et al. 2006a). La sobreexpresion
de las SODs y el aumento de su actividad estd generalmente relacionada con la defensa
de las plantas frente a un estrés oxidativo generado tanto por estreses bidticos como
abidticos, y juega un papel crucial en la homeostasis celular bajo estas condiciones (Gill
& Tuteja 2010). Se han descrito aumentos de la actividad SOD en plantas que han sido
relacionados con tolerancia de las plantas frente a diferentes estreses medioambientales
(Sharma et al. 2012). Se ha estudiado asimismo la modulacion de estas enzimas frente
a diferentes tipos de estrés, tanto abidticos como bioticos. Por ejemplo, en la planta
halofita Cakile maritima, se ha observado la induccion de varias isoenzimas CuZn-SOD
ante altas concentraciones de NaCl (400 mM) (Houmani et al. 2016). Comportamientos
similares se han observado en distintas especies vegetales frente a sequia, metales
pesados o temperaturas extremas, donde se ha descrito la induccidon o inhibicién de
algunas de las diferentes isoenzimas de SOD (Airaki et al. 2012; Mateos et al. 2013).
También, se ha descrito la modulacién de las SODs durante diferentes etapas del
desarrollo de las plantas como la senescencia (del Rio et al. 2003a) y han sido
caracterizadas en diferentes especies vegetales y organulos celulares (Palma et al. 1998;

Corpas et al. 2006a; Rodriguez-Serrano et al. 2007).

La importancia y caracteristicas de esta metaloenzima han sido desarrollada de

una forma mas exhaustiva en el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral.

s Catalasa (CAT EC1.11.1.6)

Es una hemoproteina tetramérica que oscila entre los 220-240 kDa de tamafio,
localizada exclusivamente en los peroxisomas. Se encarga de eliminar el H,O, que es
generado en dichos orgénulos como consecuencia de su propio metabolismo, o el
derivado de otros (Corpas et al. 1999; Halliwell 2007). En plantas la catalasa es
codificada por una familia multigénica lo cual indica la complejidad funcional que
puede tener esta enzima, por ejemplo durante el desarrollo post-germinativo o en
respuesta a distintos estreses (Ni & Trelease 1991a, 1991b; Frugoli et al. 1996; Mhamdi
etal. 2010, 2012; Corpas 2015; Corpas et al. 2017).
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Debido a la importancia de esta enzima antioxidante como reguladora de los
niveles de H,O, y como molécula sefial, en pimiento se han realizados algunos estudios
del comportamiento de dicha enzima frente a diferentes situaciones que incluyen el
estrés medioambiental o los cambios de temperatura (Airaki et al. 2012; Mateos et al.
2013), y durante los distintos estadios del desarrollo de las plantulas de pimiento o la

maduracion de sus frutos ( Mateos et al. 2003; Airaki et al. 2015; Chaki et al. 2015).

En el Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral se realiza una caracterizacion detallada
de esta enzima antioxidante, donde se desarrolla su importancia metabdlica y parte de

su caracteristicas bioquimicas.

s Guayacol peroxidasa (GPX; EC 1.11.1.7)

Pertenece al amplio grupo de las peroxidasas. Es una hemoproteina que se encuentra
ampliamente distribuida en animales, plantas y microbios. Esta enzima presenta cuatro
puentes disulfuro conservados y contiene dos iones estructurales de Ca™. Puede
encontrarse en organulos como las vacuolas, y también estan presentes en la pared
celular y en el citosol. Entre los procesos a los que se vincula a las GPX, se encuentran

la lignificacion de la pared celular y biosintesis de etileno (Sharma et al. 2012)
Enzimas del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH)

Este ciclo también denominado ciclo Foyer-Halliwell-Asada es uno de los principales
sistemas antioxidantes exclusivo de plantas y encargado de mantener los niveles de
H,0,. Este ciclo se encuentra en, al menos, 4 compartimentos subcelulares, el citosol,
los cloroplastos, los peroxisomas y las mitocondrias (Jiménez et al. 1997). Forman parte
de este ciclo las enzimas ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato
reductasa (MDAR), la deshidroascorbato reductasa (DAR), y la glutation reductasa
(GR). Ademas en este ciclo participan el ascorbato y el glutation que, al ser oxidados,
dan lugar a monodeshidroascorbato (MDA) y deshidroascorbato (DA), y glutation
oxidado (GSSG), respectivamente. Para el funcionamiento del ciclo es necesaria la
presencia de NADPH, coenzima ubicuo con capacidad reductora debido a su potencial

redox (Fig. 9) (Halliwell & Foyer 1976; Foyer et al. 1997).
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H,0
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droascorbate
Ascorbate )
MDAR Dehydro-
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(GSSG) (GSH)
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Figure 9. Ascorbate-glutathione cycle (AsA-GSH). Hydrogen peroxide is removed by
ascorbate peroxidase (APX) in presence of ascorbate with the final consumption of reducing
power as NADPH. MDAR, monodehydroascorbate reductase; DAR, deshydroascorbate
reductase; GR, glutathione reductase. Taken from Palma et al. (2011a).

% Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Es la primera enzima del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH), se encarga de reducir el
H,0, a H,O empleando al ascorbato como sustrato reductor y generando MDA. Es una
hemoperoxidasa cuyo numero y distribucion de isoenzimas varia en funcién de la
especie vegetal. En plantas superiores ha sido localizada en el citosol, el estroma, los
tilacoides, las mitocondrias y los peroxisomas (Bunkelmann J.R 1996; Shigeoka et al.

2002; del Rio et al. 2003a; Palma et al. 2013).

Es considerada una de las enzimas mas ampliamente distribuida en células
vegetales, con una afinidad por el H,O, mayor que la de la catalasa, por lo que se la
considera un eficiente antioxidante en situaciones de estrés (Sharma et al. 2012). Es una
enzima que ha destacado en procesos de estrés fotooxidativo o de alta temperatura, pero
que también tiene relevancia en procesos mediados por metales pesados (Yabuta et al.

2000; Palma et al. 2013) o estrés salino (Gomez et al. 2004; Begara-Morales et al 2014)
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«  Monodeshidroascorbato reductasa (MDAR; EC 1.6.5.4)

Esta enzima cataliza la reduccion de MDA a ascorbato usando NAD(P)H como donador
de electrones. Es una flavoproteina (FAD) presente en cloroplastos (Hossain & Asada
1984), en el citosol (Dalton et al. 1993), mitocondria y peroxisomas (Jiménez et al.
1997; Lopez-Huertas et al. 1999; Leterrier et al. 2005; Lisenbee et al. 2005; Gest et al.
2013a). Se ha descrito como esta enzima en el cloroplasto podria tener dos funciones:
por un lado la regeneraciéon de AsA a través del MDA y por otro la mediacion de la
fotoreducion del O, a O,” cuando no tiene MDA como sustrato (Miyake et al. 1998).
Frente a estreses como alta intensidad luminica, metales pesados o radiacion UV-B se
ha observado que la MDAR es modulada aumentando su actividad (Leterrier et al.

2005; Shin et al. 2013).

< Deshidroascorbato reductasa (DAR; EC 1.8.5.1)

Es una enzima clave en el ciclo AsA-GSH ya que mantiene los niveles adecuados de
ascorbato y actia como oxidante (Tang & Yang 2013). Cataliza la reduccion del
deshidroascorbato a AsA usando glutation reducido (GSH) como sustrato (Hossain &
Asada 1984). Se ha descrito la activacion de esta enzima en respuesta a varios tipos de
estrés, como la salinidad, sequia, ozono, etc (Shin et al. 2013). Se localiza en
mitocondria, cloroplastos, citosol y peroxisomas, aunque también se ha descrito la

presencia de una enzima citoplasmatica en arroz (Jiménez et al. 1997; Kim et al. 2013).

% Glutation reductasa (GR 1.6.4.2)

Es una flavoproteina encargada de catalizar la reduccion del glutation oxidado (GSSG)
a glutation reducido (GSH), utilizando NADPH como donador de electrones (Halliwell
2007). Esta enzima estd localizada a nivel subcelular en cloroplastos, citosol,
mitocondrias y peroxisomas (Edwards et al. 1990; Jiménez et al. 1997; Romero-Puertas
et al. 2006). En la mayoria de las plantas su tamafio molecular es de 100-150 kDa y
contiene un FAD por monémero (Romero-Puertas et al. 2006; Gill et al. 2013).Tienen
un papel esencial en la destoxificacion de ROS y en la tolerancia frente a determinados

tipos de estrés, tales como salinidad, sequia y otros (Gill et al. 2013).
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5.2.2. Antioxidantes no enzimaticos
% Acido ascorbico

El ascorbato (acido ascorbico o vitamina C) es uno de los antioxidantes no enzimaticos
mas importantes en células vegetales (DeBolt et al. 2007; Foyer & Noctor 2011) y que
no puede ser sintetizado por los humanos (Palma et al. 2011a; Alds et al. 2013). Esto
hace que deba ser incorporado a nuestro organismo a través de nuestra dieta, que ha de
contener frutas y verduras. En este sentido, el pimiento es una de las fuentes de vitamina
C mas ricas del mundo vegetal, presentando valores en fruto tanto verde como rojo de
entre 92-105 mg/ 100 g de peso fresco, por lo que la ingesta de 50-100 g de pimiento en

fresco nos aportaria casi el 100% de las cantidades diarias de vitamina C recomendada.

Sin embargo, la concentracion de ascorbato en plantas varia entre especies e
incluso entre variedades de la misma especie y entre tejidos de la misma planta (Gest et
al. 2013b), siendo esta variabilidad influenciada por diferentes factores tanto internos
como externos. Este antioxidante estd presente en diferentes compartimentos
subcelurares y es esencial para el metabolismo celular. En células vegetales se
encuentra tanto en su forma reducida como en sus dos formas oxidadas, el

deshidroascorbato (DA) y el monosdeshidroascorbato (MDA) (Halliwell 2007).

e Biosintesis, regeneracion y degradacion del AsA en plantas

La ruta mas consensuada relacionada con la sintesis de ascorbato y de la que se tiene
mas informacion es la ruta de la L-Galactosa (L-Gal). Esta ruta comienza a partir de la
glucosa seguida de 10 reacciones que tienen como final la oxidacioén de la L-galactono-
1,4-lactona (GalL) a acido ascorbico (Fig. 10). Las primeras reacciones que tiene lugar
en esta ruta se comparten con aquellas relacionadas con la formacion de azlcares que
forman parte de la pared celular (Valpuesta & Botella 2004). El Gltimo metabolito
comun en estas dos rutas es la GDP-L-galactosa formada por la epimerizacion de la
GDP-manosa, en una reaccion catalizada por la GDP-D-manosa-3,5-epimerasa (GME).
Los siguientes pasos son considerados exclusivos en la sintesis de AsA (Linster et al.
2007). Entre ellos, encontramos la formacion de la galactosa-1-fosfato a través de la
GDP-L-galactosa fosforilasa (GGP, VTC2/VTCS). Una vez formada la L-Gal-1-P es
desfosforilada por la L-Gal-1-P fosfatasa (GPP, VTC4). La siguiente reaccion requiere
la actividad de la L-Gal deshidrogenasa (L-GalDH) la cual forma L-galactona-1,4-

lactona (L-GalL) que finalmente es oxidada por la enzima L-galactono-1,4-lactona
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deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3) para la produccién de AsA. Dicha reaccion no va
asociada a ninguna coenzima por lo que los electrones de la GalL se transfieren
directamente al citocromo C localizado en la membrana mitocondrial interna (Wheeler
et al. 1998; Bartoli et al. 2000; Millar et al. 2003; Hervas et al. 2013; Szarka et al.
2013; Bartoli et al. 2016).
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Figure 10. Ascorbic acid biosynthesis pathways in plants. Reactions are catalyzed by: 1.
Hexokinase; 2. Phosphoglucose isomerase; 3. Phosphomannose isomerase; 4.Phophomannose mutase; 5.
GDP-D-mannose  pyrophophorylase; 6. GDP-D-mannose-3,5-epimerase; 7. GDP-L-galactose-
pyrophosphatase; 8. L-galactose-1-phosphate phosphatase; 9. L-galactose dehydrogenase; 10. L-
galactono-1,4-lactone dehydrogenase; 11. GDP-L-gulose purophosphatase; 12. L-gulose-1- phosphate
phosphatase; 13. L-gulose dehydrogenase; 14. L-gulono-1,4 -lactone dehydrogenase; 15. Myo-inositol
oxidase; 16. Glucuronic acid reductase; 17. Aldonolactonase; 18. Pectin methylesterase; 19. Galacturonic
acid reductase; 20. Aldonolactonase. Enzymes in italics have not been demonstrated in plants. (Hancock
& Viola 2005; Linster & Clarke 2008).
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Wolucka and Van Montagu (2007) propusieron un ciclo extendido VTC2 que
participaria en la sintesis de ascorbato sin la necesidad de la actividad fosfomanosa
isomerasa (PMI) (Fig.11). Este ciclo requiere la presencia de una 2’-epimerasa ain no
identificada que convierte la GDP-D-glucosa en GDP-D-manosa. En este proceso los
productos de la fotosintesis pasarian directamente a este ciclo extendido VTC2 sin la
necesidad de actividad PMI. Este ciclo, ademas de generar L-galactosa-1-P destinada a
la sintesis de ascorbato, también generarian GDP- hexosas destinadas a sintesis de

polisacaridos y glicoproteinas (Linster & Clarke 2008).
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Figure 11. The extended VTC2 cycle proposed by Wolucka and Van Montagu (2007). This
cycle involves an additional putative enzyme that interconverts GDP-D-glucose and GDP-D-
mannose (2'-GME) (Linster & Clarke 2008).

Otra de la rutas precursoras del AsA es la de acido D-galacturénico (D-GalUA)
derivado de las pectinas de la pared celular. En esta ruta, el D-GalUA es transformado a
través de varias reacciones a AsA (Agius et al. 2003) (Fig.10). La participacion de esta
ruta fue observada particularmente durante los ultimos estados de la maduracion de
frutos (Badejo et al. 2012). Tanto la ruta de la L-Gal como ésta Gltima convergen en el
ultimo paso donde tiene lugar la reaccion catalizada por la GalLDH (Bartoli et al.

2016).

La tercera ruta propuesta es a través de la oxidacion del mio-inositol donde se
producen una serie de metabolitos que finalmente dan lugar a la sintesis de AsA; la

sobreexpresion de la mio-inositol oxigenasa (MIOX) aumenta los niveles de AsA en
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hojas y frutos (Fig.10) (Lorence et al. 2004; Endres & Tenhaken 2009; Cronje et al.
2012). Asimismo, se ha propuesto una ruta alternativa a través de la GDP-L-gulosa
(GDP-L-Gul), un metabolito relacionado directamente con la sintesis de AsA (Wolucka
& Van Montagu 2003), aunque su contribucion en el contenido total de ascorbato no es

muy significativo (Fig.10) (Bartoli et al. 2016).

Considerando la funcion redox del ascorbato en el metabolismo de las plantas, el

equilibrio entre sus formas oxidadas y la reducida es crucial.

La oxidacion del ascorbato en las células vegetales puede darse de forma directa
a través de la reaccion con ROS. La destoxificacion de las ROS mediada por AsA
puede darse por enzimas como la APX, encargada de la reduccion del H,O; a agua, con
la oxidacion de MDA, como ya se ha comentado anteriormente. Algunas dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato requieren de AsA como donador electronico para
mantener el estado reducido de los iones metélicos de sus grupos prostéticos (Arrigoni
& De Tullio 2000). Muchas de las dioxigenasas que requieren AsA catalizan reacciones
metabolicas importantes como la hidroxilacion de residuos de prolina en glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina (HRGPs), siendo éstas proteinas estructurales de las paredes
celulares vegetales (Sommer-Knudsen et al. 1998), o bien estan involucradas en la
biosintesis de reguladores del crecimiento como el etileno, las giberelinas y el 4cido
abscisico (Hancock & Viola 2005). El AsA puede actuar también como cofactor para
otras enzimas, como donador de electrones en los fotosistemas I y II, o puede participar
en reacciones de regeneracion del a-tocoferol o los flavonoides. Otro mecanismo de
oxidacion del ascorbato es via ascorbato oxidasa (AO EC 1.10.3.3) aunque su funcion
no esta clara hoy dia (De Tullio et al. 2004). Todas estas reacciones conllevan al final a
la formacién de monodeshidroacorbato (MDA) y deshidroascorbato (DA). Este ultimo
puede finalmente descomponerse por hidrolisis en 2,3-diceto-L-gulonic-acid (2,3 DKG)

o ser catalizado directamente a oxalato y tartrato (Hancock & Viola 2005).

Como otras especies que requieren de ascorbato, las plantas disponen de
mecanismos enzimaticos para reciclar la forma oxidada de este compuesto y recobrar su
estado reducido. En este sentido, el mecanismo de reciclaje o recirculacion mads
importante en cé€lulas vegetales es el ciclo ascorbato-glutation que ya se explico

anteriormente (AsA-GSH).
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La transformaciéon de ascorbato y DHA en plantas da lugar a una serie de
productos finales como el L-treonato, oxalato y L-tartrato (Fig.12). Los primeros
estudios realizados acerca del catabolismo del ascorbato en plantas fueron de la mano
de Loewus y colaboradores (Loewus 1999). En plantas, la produccion de oxalato a
partir de ascorbato conlleva la degradacion del esqueleto de carbono entre el C2 y C3
siendo ésta una de las rutas de degradacion identificadas. Esta division da lugar al
oxalato y a L-treonato. La ruta de degradacion de ascorbato hasta oxalato y treonato via
apoplasto fue propuesta por Green and Fry (2005). Esta ruta implica la formacion de 4-
O-oxaly-L-threonate. La hidrolisis de este compuesto, tanto de forma enzimdatica como
de forma no enzimatica es la que da lugar a la formaciéon de los compuestos de

degradacion de ascorbato anteriormente mencionados (Smirnoff 2011).

La otra ruta de degradacion implica la formacién final de tartrato, siendo una
ruta que varia en funcidén de las especies vegetales. En uva y otros miembros de las
familia Vitaceae la degradacion hasta tartrato tiene lugar con la division a nivel de C4 y
C5; aunque en otras especies como la de los geranios (familia Geraniaceae), se sugiere
la formacion de tartrato a través de la division en C2/C3, dando lugar a oxalato y
treonato, y oxiddndose este Ultimo hasta tartrato (Wagner & Loewus 1973). Sin
embargo, alin no existe demasiada informacion sobre las reacciones y las enzimas
implicadas en esta ruta. Tan solo se ha podido identificar una deshidrogenasa como
enzima involucrada, la L-idonato deshidrogenasa (IDH), identificada en uva (DeBolt et

al. 2006, 2007; Smirnoff 2011).
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Figure 12. Catabolic pathways of ascorbic acid. Modification of Hancock and Viola (2005)
and Smirnoff (2011).

e Funcidén del AsA en plantas

La principal funcion del ascorbato es la de actuar como antioxidante, protegiendo las
células fotosintéticas de las ROS derivadas de los cloroplastos y otros organulos
(Smirnoff 2011). Se destaca su participacion en la eliminacion de peroxido de
hidrogeno de la célula a través de la reaccion catalizada por la APX, y también
interviene en la eliminacion de radicales superoxido, radical hidroxilo y oxigeno
singlete (Gill & Tuteja 2010), asi como en la regeneracion del a-tocoferol, por lo que en
este sentido su principal papel es de fotoprotector (Palma et al. 2011a; Wheeler et al.
2015). Ademas, juega un papel importante en la prevencion de la peroxidacion lipidica
en las membrana tilacoidales y actia como cofactor tanto de la violaxantina
depoxigenasa (VDE) en el ciclo de las xantofilas, como para otras enzimas implicadas
en procesos de hidroxilacion donde contribuye en la sintesis de coldgeno y en la
desmetilacion de histonas y acidos nucléicos (Smirnoff 2011; Blaschke et al. 2013;
Wheeler et al. 2015).
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Este papel como antioxidante en plantas confiere al ascorbato un papel esencial
en la defensa frente al estrés oxidativo, especialmente en tejidos fotosintéticos
(Smirnoff & Wheeler 2000; Bartoli et al. 2016). Esta implicado en procesos importantes
tanto dentro como fuera de la célula y se ha descrito su localizaciéon en diferente
compartimentos subcelulares, principalmente cloroplastos, mitocondria, peroxisomas y
citosol, aunque una parte del ascorbato es transportada al apoplasto donde se puede
encontrar en concentraciones milimolares (Horemans et al. 2000a; Horemans et al.
2000b). Para esto se hace indispensable la existencia de un sistema de transporte a
través de la membrana plasmatica, donde se han descrito transportadores dependientes

de Na' (Horemans et al. 2000b; Conklin & Barth 2004).

Otra de las funciones esenciales del ascorbato es su participacion en mecanismos
de sefializacion celular. Interviene asimismo en resistencia frente a patogenos, y
también se ha relacionado al ascorbato en procesos de biosintesis de hormonas,
regulando moléculas como las giberelinas, el etileno, el acido salicilico o el abscisico
(Conklin & Barth 2004). Por otro lado se ha descrito que el AsA regula la expresion de
genes, division y crecimiento celular, y muerte celular programada, entre otros (Foyer &

Noctor 2005a; Bartoli et al. 2016).
% Glutation (GSH, y-glutamil-L-cisteinglicina)

El glutation (GSH) es un tripéptido de bajo peso molecular constituido por glutamato
(Glu), cisteina (Cys) y glicina (Gly), y es representado por la formula y-Glu-Cys-Gly.
Se encuentra distribuido por diferentes compartimentos subcelulares como el citosol,
cloroplastos, ntcleo, mitocondria y peroxisomas, aunque también se ha descrito la
presencia de GSH en apoplasto (Mittler & Zilinskas 1991; Jiménez et al. 1998; Noctor
& Foyer 1998; Foyer & Noctor 2011). En los tejidos se encuentra en concentraciones
milimolares principalmente en su forma reducida (GSH) con un grupo tiol libre, aunque
también se encuentra su forma oxidada (GSSG) constituida por dos moléculas idénticas

unidas por un puente disulfuro.

La presencia de la cisteina, su reactividad quimica y la elevada solubilidad en
agua es lo que le confiere al GSH el ser un metabolito crucial en muchas funciones
importantes como el crecimiento, desarrollo y en respuesta a cambios medioambientales
(Gill et al. 2013). Su principal funcién es la de actuar como antioxidante en la defensa

frente al dafio oxidativo causado por las ROS (Gill & Tuteja 2010). En dicho papel
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actiia con el ascorbato en el ciclo ascorbato-glutation tanto para eliminar el H,O,
intracelular como para regenerar ascorbato a través de la reduccion del DHA, por la
accion de la DAR (Foyer & Noctor 2011). Es ademas un potencial secuestrador de
oxigeno singlete y radicales superoxido, y estd involucrado en procesos como la
transduccion de sefiales, proteccion de grupos tiol (Foyer & Noctor 2005b), asi como en
destoxificacion de xenobidticos, prevencion de peroxidacion lipidica, transporte de
sulfatos, regulacion de genes relacionados con la respuesta a estrés medioambiental y al
ataque por patdgenos y en procesos de crecimiento y desarrollo (Anjum et al. 2010;
Noctor et al. 2012; Gill et al. 2013). Todas estas propiedades hacen que ¢l GSH sea

considerado un importante regulador homeostatico del estado redox celular.

<  Carotenoides

En este término se engloba tanto a los carotenos como las xantofilas. Son moléculas
liposolubles sintetizadas tanto en plantas como en microorganismos, capaces de
destoxificar varias formas de ROS, y protegiendo junto al ascorbato las membranas
fotosintéticas del estrés oxidativo (Hormaetxe et al. 2004). En plantas se localizan

principalmente en las membranas tilacoidales.

Como antioxidantes, son capaces de eliminar oxigeno singlete y atrapar el
exceso de energia de la clorofila en estado triplete (Collins 2001; Sharma et al. 2012),
protegiendo asi a la célula del dafio fotooxidativo. Son también precursores de
macronutrientes como el retinol o la vitamina A, asi como de actuar de moléculas senal
relacionadas con el desarrollo de la planta y con la respuesta a estreses bioticos y

abioticos (Sharma et al. 2012).

A medida que los cloroplastos son transformados en cromoplastos, tiene lugar
una disminucion de la clorofila y un incremento de los carotenoides, quienes dan un
color rojizo o amarillento a hojas, frutos y flores. En plantas, estos pigmentos
coloreados atraen a los animales polinizadores alertando de la madurez de los frutos

(Hormaetxe et al. 2004).

< Flavonoides

El término flavonoide proviene del latin flavus, "amarillo", y con el mismo se identifica
una familia de metabolitos secundarios de las plantas con mas de 1.500 compuestos,

también denominados como ‘“vitamina P”. Son del grupo de los polifenoles mas
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abundantes presentes en la dieta. Tienen su capacidad antioxidante, destacando su
capacidad de neutralizar los radicales libre. Se trata de compuestos bioactivos que
ayudan a mantener una buena salud y protegen de enfermedades cronicas (Birt &
Jeffery 2013). En plantas, se localizan principalmente en vacuolas y cloroplastos y no
solo actuan como pigmentos, sino que también tienen funciones como bactericidas. Se
ha descrito que los flavonoides ayudan a la eliminacion de ROS, protegiendo a las

plantas de la accién de numerosos tipos de estrés (Yamasaki et al. 1997).

6. Metabolismo del 6xido nitrico (NO) y de las especies de nitrogeno
reactivo (RNS) en plantas superiores

El 6xido nitrico (NO) también llamado mondxido de nitrogeno es actualmente una de
las moléculas gaseosas mas estudiada en células vegetales. Es incoloro y de pequeiio
tamafio, con una vida media in vivo relativamente corta, de menos de 10 s. Es
considerado un radical libre debido a que presenta en el dtomo de nitrégeno, en su
orbital m, un electron desapareado. Durante los ultimos afios el numero de trabajos
cientificos ha demostrado la relevancia del NO y moléculas derivadas designadas como
especies de nitrogeno reactivo (RNS, reactive nitrogen species) en la fisiologia de las
plantas (Corpas & Barroso 2015). Esta molécula presenta una gran capacidad para
reaccionar con otras moléculas ya sean inorganicas como organicas, tales como

péptidos, proteinas, lipidos, y nucleotidos (Corpas et al. 2011).

6.1. Produccion de NO en plantas

Uno de los aspectos mas estudiados en plantas es acerca de las posible fuentes
enddgenas de NO en las células. En células animales la fuente enddgena de NO viene a
manos de una enzima designada 6xido nitrico sintasa (NOS) (EC 1.14.13.39) (Moncada
et al. 1991). Esta enzima cataliza la oxidacion dependiente de oxigeno y NADPH, de L-
arginina hasta NO y L-citrulina, en una reaccion que requiere FAD, FMN, calmodulina
y Ca’ (Alderton et al. 2001).

En plantas se han descrito diversos mecanismos tanto enzimaticos como no
enzimaticos involucrados en la generacion de NO (Tabla. 4) (Gupta et al. 2011; Astier
& Lindermayr 2012; Corpas 2017). Entre los mecanismos de sintesis enzimaticos
encontramos dos posibles rutas. Una de ellas describe la generacion enzimatica de NO a

partir de la L-arginina y que estaria mediada por una actividad del tipo de la dxido
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nitrico sintasa, que requiere de todos los cofactores utilizados por la NOS en animal y
siendo el NADPH el donador de electrones (Barroso et al., 1999; Corpas et al., 2004,
2006b, 2009a; Chaki et al 2011a). Sin embargo, actualmente no se ha identificado en
plantas el gen que codificaria esta proteina NOS dependiente de L-arginina (Corpas et
al. 2009a; Gupta et al. 2011). En este sentido ha ido apareciendo trabajos que describen
a la presencia de una proteina similar a la NOS animal, presente en algas unicelulares
que podria apoyar esta via de generacion de NO a partir de arginina (Foresi et al. 2010;
Foresi et al. 2015; Jeandroz et al. 2016). Asimismo, se ha propuesto que la actividad
NOS en plantas podria ser resultado de la cooperacion entre proteinas discretas que
juntas pueden generar NO (Corpas & Barroso 2016). Diferentes estudios han
relacionado la participacion de la actividad NOS dependiente de L-Arg con procesos
como el desarrollo (Corpas et al. 2006b), germinacion de semillas, muerte celular
programada, cierre estomatico, desarrollo de raices y respuestas a estreses de tipo
abiotico y bidtico (Delledonne et al. 1998; Bright et al. 2006; Besson-Bard et al. 2009;
De Michele et al. 2009; Corpas et al. 2011). Asimismo, la L-arginina es un precursor de
la biosintesis de poliaminas, y cierto trabajos sugieren que éstas podrian estar
implicadas en la biosintesis de NO, aunque el mecanismo es desconocido (Tun et al.
2006; Wimalasekera et al. 2011a, 2011b). Muy recientemente se ha propuesto otra
posible via relacionada con los niveles de L-Arg. Asi, mediante el uso de mutantes
defectivos en la enzima cupro-amino oxidasa 8§ (CuAOS8) se sugiere que esta enzima
participaria en la produccion de NO afectando la disponibilidad de L-Arg a través de la

modulacion de la actividad arginasa (Gross et al. 2017).

Table 4. Main sources of NO in plants. Data from Corpas et al. (2009); del Rio (2011, 2015)

Source Substrates

Nen-enzvmatic
NO;
Enzymatic,
Nitrate reductase NO; + NADH
NOS-like activity L-Arg+NOS cofactors
Peroxidase Hydroxyurea+H,O,
Plasma membrane NO3+reduced Cyt ¢
Cell organelles

Acid pH (ASC)

Mitochondria NO,
Peroxisomes L-Arg+NOS cofactors
Chloroplasts NO3 and L-Arg
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La otra ruta enzimatica implicada en la generacion de NO es a través de la
enzima nitrato reductasa (NR). La funcién primaria de esta enzima es la de reducir el
nitrato a nitrito que posteriormente producira NO, en dos reacciones en la que el NADH
es el donador de clectrones (Yamasaki et al. 1999; Rockel et al. 2002; Gupta et al.
2011). Esta enzima estd involucrada en el metabolismo del nitrogeno y se ha aceptado
como fuente de NO (Lozano-Juste & Leon 2010; Corpas 2017). Otra fuente enzimatica
de NO que se ha sugerido en plantas es la nitrito-NO reductasa (Ni-NOR). Esta enzima
unida a la membrana plasmatica de la raiz de tabaco, cataliza la reduccion de nitritos a
NO utilizando como donador de electrones el citocromo ¢ (Stohr et al. 2001). La
reduccion del nitrito en la membrana interna mitocondrial daria también como resultado

la produccion de NO (Gupta et al. 2011).

6.2. Funciones del NO en plantas

Independientemente del mecanismo de generacion, lo que si esté claro es que las plantas
puede generar NO y que éste regula numerosos procesos fisiologicos, tales como, la
germinacion, el desarrollo post-germinativo, la formaciéon de raices, maduracion de
frutos o senescencia (Fig.13) (Lamattina et al. 2003; Corpas et al. 2004; Shapiro 2005;
Corpas et al. 2006b; Besson-Bard et al. 2008; Domingos et al. 2015). Ademas, el NO
participa en los mecanismos de defensa frente a fenomenos de estrés bidtico y abiodtico
(Corpas et al. 2008b; Chaki et al. 2009a, 2009b; Corpas et al. 2011; Corpas & Barroso
2015). Todo ello hace que esta molécula sea de un gran interés no sélo por su
implicacion en mecanismos basicos de funcionamiento, sino también por sus grandes
posibilidades de aplicacion biotecnologica y agroalimentaria.

El NO tiene una funcién esencial como molécula sefial en diferentes procesos
intracelulares. Muchas de estas acciones reguladoras o de senalizacion se hacen a través
de modificaciones post-traduccionales, siendo la nitracion y S-nitrosilacion (o S-
nitrosacion) de proteinas dos de los mecanismos mas importantes propiciadas por el NO
o moléculas derivadas (Corpas et al. 2013a; Corpas et al. 2013b; Corpas & Barroso
2015), como se verd mas adelante. Recientemente, la demostracion de la presencia
endogena de acidos grasos nitrados (NO,-FA) en células vegetales y su capacidad de
regular la expresion de cientos de genes ha abierto nuevas vias de investigacion que
amplian atin mas si cabe la importancia del NO como molécula sefial (Mata-Pérez et al.

2017). El NO también regula la expresion de genes en procesos como la interaccion
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planta-patogeno (Delledonne et al. 1998; Polverari et al. 2003; Grun et al. 2006;
Begara-Morales et al. 2014).

Regulation of plant growth,
development, and
reproduction

—®

Defense against Biotechnological
adverse environmental applications
conditions » Seed germination

* Abiotic stress * Fruit ripening

« Biotic stress * Protection to stress

v * Food nutrition
Beneficial plant- oL F Y

microbial interactions

!

* Microryzas
* Nodules

o

Figure 13. Main functions of NO in plants under physiological and adverse environmental
conditions. Figure taken from Corpas and Barroso (2015)

Tal y como se ha ido mencionando, el NO generado endégenamente forma parte
de diferentes procesos fisioldgicos en plantas. Asimismo, distintas aproximaciones
experimentales han comprobado como la aplicacion exdgena de NO tiene la capacidad
de mejorar la tolerancia de las plantas a diferente tipos de estreses, como la salinidad, la
sequia, la contaminacion por metales pesados o estrés por temperatura en diferentes
especies vegetales (Tanou et al. 2009; Liu et al. 2013; Manai et al. 2014; Santa-Cruz et
al. 2014; Corpas et al. 2016; Peng et al. 2016). En general, la aplicacion de NO se ha
realizado a través del sistema radicular usando donadores de NO como el nitroprusiato
sodico (SNP). Pero también se han realizado tratamientos con NO en combinaciéon con
otros factores como la baja temperatura, demostrando la mejora de la calidad de los
frutos, a través del retraso de la senescencia en los productos de post-cosecha, lo que
retrasaba, en consecuencia, los danos derivados del almacenamiento de los mismos

(Wills et al. 2000; Zhu & Zhou 2007).
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Actualmente, se conoce que el NO tiene un papel esencial durante los procesos
de senescencia y maduracion (Leshem et al. 1998; Corpas et al. 2004; Begara-Morales
et al. 2013), por lo que muchos de los trabajos realizados y las aplicaciones
biotecnoldgicas han ido en esta direccion, con el propdsito de retrasar la senescencia y
aumentar los periodos de conservacion de algunos frutos. El mecanismo de accion del
NO para retrasar la senescencia parece estar relacionado con la inhibicién de rutas como
la de biosintesis de etileno (Lindermayr et al. 2006; Zhu & Zhou 2006, 2007).
Recientemente, analisis protedmicos sobre el metabolismo del NO, realizados durante la
maduracion de frutos de pimiento indican que este proceso estd asociado a un
incremento de la nitracion de proteinas, muchas de ellas implicadas en el metabolismo
oxidativo, como la catalasa. Ademas, la aplicacion del NO sobre frutos de pimiento,
mostrd un retraso en la maduracion y la prevencion de la nitracion de proteinas (Chaki
et al. 2015). Estos datos se correlacionan con trabajos previos donde el NO parece
estimular la respuesta de sistemas antioxidantes promoviendo asi la proteccion frente a
dafios oxidativos, asi como la induccion de metabolitos secundarios relacionados con el

mecanismo antioxidante de las plantas (Xu 2007; Wootton-Beard & Ryan 2011).

6.3. Especies de nitrogeno reactivo (RNS) y estrés nitrosativo

El término especies de nitrogeno reactivo (Reactive Nitrogen Species, RNS) engloba
tanto al NO como a moléculas derivadas, tales como el peroxinitrito (ONOQO"), el
didéxido de nitrogeno (NO,), el trioxido de dinitrégeno (N,Os3) y los nitrosotioles
(SNOs), entre otras (Tabla. 5) (Hausladen & Stamler 1999; Gutteridge & Halliwell
2000; Halliwell 2007). Las RNS son altamente reactivas, pudiendo reaccionar, tal y
como se ha mencionado anteriormente, con macromoléculas como proteinas, lipidos y

DNA, provocando modificaciones quimicas que alteran su funcion y/o estructura.
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Table 5. Main reactive nitrogen species (RNS) including inorganic and organic molecules.
Table taken from Corpas (2017)

Nonradicals Radicals
Inorganic molecules
Nitroxyl anion (NO-) Nitric oxide (NO)
Nitrosonium cation (NO™) Nitrogen dioxide (NO,)
Nitrous acid (HNO,)

Dinitrogen trioxide (N,05)
Dinitrogen tetroxide (N,O.)
Peroxynitrite (ONOO")
Peroxynitrous acid (ONOOH)
Organic molecules
Nitrotyrosine (Tyr-NO,) Lipid peroxyl radicals (LOO")
Nitrosoglutathione (GSNO)
Nitrosothiols (SNOs)
Nitro-y-tocopherol
Nitro-fatty acids (FA-NO,)

Por otro lado, el término estrés nitrosativo se utiliza para describir el dafio
celular causado por una sobreproduccion de RNS. Asi se considera que una planta sufre
una situacion de estrés nitrosativo cuando tiene lugar una sobreproduccion de NO y/o de
sus especies derivadas que pueden conllevar efectos toxicos (Corpas et al. 2011).
Ejemplo de ello es el aumento de la nitracién de proteinas frente a diferentes estreses
abidticos o bidticos, que generalmente lleva a la pérdida de funcion (Romero-Puertas et
al. 2007; Valderrama et al. 2007; Corpas et al. 2011).

El NO, tanto en su fase gaseosa como en su fase acuosa, puede reaccionar con el
oxigeno para dar lugar a trioxido de dinitrégeno (N,Os) y didxido de nitrdgeno
(NO;). Ambos compuestos, en solucidon acuosa, dan lugar a cantidades
estequiométricas de nitritos (NOy") y nitratos (NOj3'). El didéxido de nitrogéno es mas
soluble en membranas lipidicas que en agua, de manera que esta naturaleza lipofilica le
permite atravesar las membranas celulares y reaccionar con otras moléculas (Corpas et
al. 2011). EI NO reacciona también con el radical superoxido produciendo peroxinitrito
(ONOQ) (Squadrito & Pryor 1998; Corpas et al. 2011; Corpas 2017). E1l ONOO™ es un
oxidante muy potente, cuya formacion depende tanto de la concentracion del NO como
del radical superoxido y, por lo tanto, esta directamente relacionado con las actividades
SOD y NOS. Esta RNS tiene una vida media muy corta y una alta capacidad para danar
membranas biologicas. Estas propiedades le permiten reaccionar con biomoléculas

como aminoécidos y proteinas de bajo peso molecular (Radi 2013a).
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Por otro lado, el acido peroxinitroso (ONOOH), da lugar a la formacion de
radicales OH y NO, Esta RNS puede atravesar las bicapas lipidicas y, tras
descomponerse en los radicales anteriormente mencionados, participa en el inicio de la
peroxidacion lipidica y de la nitracion de proteinas y lipidos (Szabo et al. 2007).

Los nitrosotioles (SNOs) son metabolitos que se forman de la reaccion del NO
con proteinas o componentes no proteicos que contienen grupos sulfhidrilos (Foster et
al. 2003; Corpas et al. 2007a) y tienen varias funciones dentro de las cuales se incluye
la liberacion de NO, la transnitrosacion y la S-tiolacion (Liu et al. 1998). Uno de los
nitrosotioles mas relevante es el S-nitrosoglutation (GSNO) que se forma tras la
reaccion de S-nitrosilacion entre el NO y el glutation (GSH) en presencia de oxigeno
(Astier et al. 2011; Broniowska et al. 2013; Corpas et al. 2013a). E1 GSNO tiene un
importante papel en animales y plantas en los que actia como reservorio movil de NO.
Se ha descrito que los SNOs y el GSNO en particular se pueden descomponer en
presencia de reductores tales como GSH y ascorbato, y de cobre (Gorren et al. 1996;
Holmes & Williams 2000; Smith & Dasgupta 2000) EI GSNO también puede mediar en
rutas de sefalizacion celular mediante modificaciones post-traduccionales de proteinas
(Barroso et al. 2013). El papel de este SNOs también radica en la importancia del GSH,
ya que es uno de los mayores antioxidantes solubles de bajo peso molecular en plantas
(Foster et al. 2003; Airaki et al. 2011; Corpas et al. 2013a). Los niveles de este
metabolito estan determinados por la actividad enzimatica S-nitrosoglutation reductasa
(GSNOR) que cataliza su reduccion, en una reaccion dependiente de NADH. Se ha
descrito que esta enzima es imprescindible en levaduras, plantas y mamiferos para
proteger a las células frente al estrés nitrosativo (Valderrama et al. 2007; Leterrier et al.

2011; Kubienova et al. 2013).

6.4. Modificaciones post-traduccionales (PTMSs)

Muchas de las acciones reguladoras o de sefializacién del NO se hacen a través de
modificaciones post-traduccionales, siendo la nitracion y S-nitrosilacion de proteinas
dos de los mecanismos mdas importantes mediadas por RNS como el peroxinitrito
(ONOO) y los S-nitrosotioles (SNOs) (Fig.15) (Astier et al. 2012; Astier & Lindermayr
2012; Corpas et al. 2013b; Corpas & Barroso 2015).

La nitracion de proteinas es una modificacion por la cual se afiade un grupo

nitro (-NO,) a algunos aminoacidos tales como tirosina (Tyr), cisteina (Cys), metionina
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(Met) o triptofano (Trp) (Radi 2004, 2013a; Corpas et al. 2015b). Sin embargo, la
mayoria de los estudios realizados en plantas han estado relacionados con la nitracion
de la tirosina (Tyr-NO,) (Gow et al. 2004). Es un proceso selectivo que tan solo afecta a
ciertas tirosinas dentro de las proteinas y que depende de determinados factores como la
estructura de la proteina, el mecanismo de nitracion y la localizacion de las tirosinas
suceptibles en la cadena aminoacidica. La nitraciéon de las tirosinas es un proceso
irreversible que puede alterar la funcidon de la proteina, bien inhibiendo su actividad o
activandola, o no generando ningin efecto (Souza et al. 2008; Radi 2013b). Durante
estos ultimos afios se ha aceptado la existencia de un nivel fisiolégico de proteinas
nitradas el cual debe tener una relevancia reguladora, aunque bajo condiciones de estrés
su aumento podria ser considerado como un marcador fiable de estrés nitrosativo

(Corpas et al. 2007b; Astier & Lindermayr 2012).

La S-nitrosilacion es una PTM que regula la funcion de proteinas mediante la
unidn covalente del NO con el grupo tiol de un residuo de cisteina de las proteinas. Esta
modificacion también es un proceso que suele darse en residuos de cisteina especificos,
y se tratarda mds ampliamente en la introduccion del capitulo 4. Por otro lado se ha
descrito que éste es un proceso reversible por lo que en las células se producen casos de
desnitrosilacion. Dentro de las enzimas que llevan a cabo la desnitrosilacion se
encuentran la GSNOR vy las tiorredoxinas, y son especialmente importantes debido a
que regulan diferentes procesos de sefializacion celular protegiendo, a la célula por
tanto, frente al estrés nitrosativo (Benhar et al. 2009). En la figura 14 se se muestra un

modelo de MPTs propiciadas por NO y otras RNS (Corpas et al. 2015b).

Aunque la nitraciéon es una de las modificaciones post-traduccionales mas
estudiadas en plantas, la nitracién de acidos grasos es una de las areas de gran
expansion la cual estd abriendo nuevas lineas de investigacion. La relevancia de acidos
grasos nitrados (NO,-FA), como potencial molécula sefial en plantas superiores esta
basada principalmente en la informacion disponible en sistemas animales, donde se ha
demostrado que estas moléculas poseen propiedades antinflamatorias y pueden modular

diferentes rutas de sefializacion (Baker et al. 2009; Mata-Pérez et al. 2017).

La formacion de NO,-FA resulta de la interaccion no enzimatica entre acidos

grasos y RNS como el didxido de nitrogéno (NO,), nitrito (NO;), o peroxinitrito
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(ONOO); sin embargo, el mecanismo intimo de nitracién de acidos grasos sigue siendo

motivo de analisis (Rubbo 2013; Corpas et al. 2015b).
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Figure 14. Model of post-traslational modifications mediated by nitric oxide in plant cells.
NO can reacts with reduced glutathione (GSH) leading to the formation of S-nitrosoglutathione
(GSNO) that produces protein S-nitrosylation. Furthermore, NO is able to react with superoxide
radicals (O,") to generate peroxynitrite (ONOO), which can mediate the fatty acid (FA) and
protein tyrosine nitration. Taken from Corpas et al. (2015b).
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La maduracion de los frutos de pimiento (Capsicun annuum L.) es un proceso complejo
en el cual tienen lugar diferentes cambios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares.
Estos pueden estar modulados por diversos mecanismos de sefializacion molecular que
finalmente condicionaran la calidad del fruto. Moléculas como el peroxido de hidrogeno
(H,0,) y el 6xido nitrico (NO), al igual que moléculas relacionadas conocidas como
especies de oxigeno y nitrogeno reactivas (ROS/RNS, respectivamente), pueden
participar bien directa o indirectamente, a través de modificaciones post-traduccionales
(PTMs), en estos procesos de sefializacion. Asimismo, los antioxidantes celulares, tanto
enzimaticos como no enzimaticos, regulan los niveles de ROS vy, por lo tanto, pueden
estar modulando la maduracion de los frutos. En estudios previos realizados por nuestro
grupo de investigacion de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC, Granada) se ha
analizado el perfil de antioxidantes durante la maduracion de los frutos de pimiento, asi
como algunas modificaciones post-traduccionales (nitraciéon) que sufren ciertas
proteinas como la enzima antioxidante catalasa. Asi, el objetivo general de esta tesis
doctoral es profundizar en como los sistemas antioxidantes, enzimdticos y no
enzimaticos, y su interaccion con RNS pueden regular el proceso de maduracion del
fruto de pimiento, de manera que esta investigacion pueda ser de utilidad para
desarrollar estrategias que ayuden a mantener las propiedades nutricionales de los frutos

durante la maduracion y en las etapas post-cosecha.

Los objetivos concretos que se han planteado en esta Tesis Doctoral son los

siguientes:

1. Caracterizar bioquimica y molecularmente los sistemas enzimaticos
antioxidantes implicados en la eliminacion de H»O, en frutos de pimiento en
distintos estados de maduracion, fundamentalmente, catalasa y peroxidasas.

2. Estudiar la modulacion de las distintas isoenzimas de superdxido dismutasas
(SODs) en frutos de pimiento, con especial atencion a la ferro-superoxido
dismutasa (Fe-SOD).

3. Investigar y caracterizar las enzimas implicadas en las rutas de biosintesis,
regeneracion y catabolismo del &cido ascorbico, L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (GalLDH) y ascorbato peroxidasa (APX). Estudiar la

modulacion de las mismas por diferentes RNS.
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4. Estudiar la enzima nitrosoglutation reducatasa (GSNOR) durante la maduracién
de frutos de pimiento, asi como su correlacion con el contenido de S-

nitrosotioles (SNOs) proteicos durante este proceso.
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Fruit ripening in pepper (Capsicun annuum L.) fruits is a complex process in which
different physiological, biochemical and molecular changes take place. These can be
modulated by diverse mechanisms of molecular signaling that may influence the fruit
quality. Molecules such as hydrogen peroxide (H,0;) and nitric oxide (NO), similarly to
related molecules known as reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS,
respectively), can participate either directly or indirectly, through post-translational
modifications (PTMs), in these signaling events. Likewise, the cell antioxidants, both
enzymatic and non-enzymatic, regulate the ROS levels and, therefore, are able to
modulate the fruit ripening. In previous studies carried out by our research team at the
Estacion Experimental del Zaidin (CSIC, Granada), the profile of antioxidants during
ripening of pepper fruits was achieved, as well as some PTMs (nitration basically)
which undergo certain proteins such as the antioxidative enzyme catalase. Thus, the
mail goal of this PhD Thesis is to deepen in how the antioxidant systems, both
enzymatic and non-enzymatic, and their interaction with RNS can regulate the ripening
process in pepper fruits, in such a way that this research could be used to develop
strategies whose purpose was to maintain the nutritional properties of fruits throughout

the ripening and post-harvest stages.

The specific objectives which have been designed for this PhD Thesis are as

follows:

1. To characterize biochemically and molecularly the enzymatic antioxidant
systems involved in the H,O, scavenging in pepper fruits at different ripening

stages, basically, catalase and peroxidases.

2. To study the modulation of distinct isozymes of the superoxide dismutase

(SOD) system in pepper fruits, with special emphasis on the Fe-SOD.

3. To investigate and characterize the enzymes involved in the pathways of
biosynthesis, regeneration and catabolism of ascorbic acid, L-galactono-1,4-
lactone dehydrogenase (GalLDH) and ascorbate peroxidase (APX). To study the

modulation of such enzymes by several RNS.

4. To analyze the enzyme nitrosoglutathione reductase (GSNOR) during pepper
ripening and its correlation with the content of protein S-nitrosothiols (SNOs)

during this process.
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1. Material vegetal

Para el desarrollo de este trabajo se han empleado pimientos dulces del tipo California y
variedades autdctonas espafiolas en diferentes estados de maduracion, verde y rojo. Los
pimientos tipo California, asi como las semillas del hibrido experimental BW
45913/631, fueron proporcionados por la empresa Syngenta Seeds, S.A. (El Ejido,
Almeria) y Torre-Pacheco (Murcia). También se emplearon pimientos proporcionados
por los Consejos Reguladores de la Denominacion de origen (CRDO) Pimiento de

Herbon (A Coruna) y Pimiento de Piquillo-Lodosa (Navarra) (Fig.15).

(a) California

2cm

(b) Padron (c) Piquillo (d) Alegria riojana

1cm

icm

2cm

Figure 15. Types of pepper fruits used in this work. (a) California pepper fruits in two
maturation stages. (b) Padron variety (CRDO Herbon) (¢) Piquillo variety (d) Hot pepper fruits,
Alegria riojana variety.

Todos los frutos fueron sometidos a un proceso de seleccion en el que se elegian
aquellos que no presentaban dafios visibles ni malformaciones. Para su almacenamiento
y posteriores analisis, los pimientos fueron lavados y secados. Seguidamente, los
pimientos fueron cortados por la mitad, se les elimin6 las semillas y la placenta y se
procesO solo el endocarpio. Tras esta operacidon, se cortaron en pequefios trozos
homogéneos (Fig. 16) que fueron congelados con nitrogeno liquido, guardados en tubos

Falcon y conservados a -80°C hasta su uso.
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Figure 16. Processing of pepper fruits for further assays. All fruits were cut into small pieces
and then frozen in liquid N,. All of them were stored at -80°C.

Las semillas de pimiento fueron desinfectadas por inmersion en hipoclorito
sodico al 50% (v/v) durante 5 min; seguidamente se realizaron 3 lavados con agua
destilada. Las semillas se dispusieron sobre tiestos de 1 litro con vermiculita hidratada
en una estufa a 30°C en oscuridad hasta que comenzaron a germinar. Posteriormente se
trasplantaron a cultivos hidropdnicos y se pasaron a una cdmara de crecimiento con una
temperatura de 22°C/18°C (dia/noche), y un fotoperiodo de 16 h. Las plantas se
mantuvieron en estas condiciones hasta la formacion de frutos en su estado pre-maduro
(verdes; aprox. 90 dias). Cada o6rgano de la planta (raiz, tallo, hoja, flor y fruto) fue
separado y lavado con agua destilada y almacenado a -80°C para ensayos posteriores

(Fig.18).

Figure 17. Growing conditions and storage of pepper plant’s organs. Pepper seeds were
placed into pots containing vermiculite for germination. (A) Subsequently, plantlets were
transplanted to hydroponic media and grown in a growth chamber at 22/18 °C and 16 h
photoperiod. (B) Afterwards, plant’s organs were separated, cleaned and stored at -80°C.
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La solucion nutritiva para los cultivos hidroponicos se fijoé a un pH de 6,5 con
las concentraciones que se especifican en la tabla 6. A lo largo del ensayo la solucion se

renovo semanalmente.

Table 6. Hydroponic nutrient solution

MACRONUTRIENTS mM MICRONUTRIENTS pM
KH,PO, 1.15 H,BO, 46.2
Ca(NO;),-4H20 3.10 MnSO, H,0 9.10
Mg(NO;),-6H,0 755 CuSO, 5H,0 0.79
KNO, 3.60 ZnS0,-7TH,0 3.06
K,SO, 115 (NH,)sMo,0,,-4H,0 0.05
KOH 0.09 EDDHA -Fe 90

H,S0, 0.60

EDDHA Fe: iron chelating chemical ethylenediamine-N,N"-bis (2-hydroxyphenylacetic acid).

2. Tratamiento de plantas de pimiento con distintas condiciones
experimentales

2.1 Altaintensidad luminica

Se irradiaron las plantulas de pimiento de 37 dias durante 4, 6 y 8 horas a 1.180 uE m™.
s, siendo la distancia media desde el pie de maceta a la fuente luminosa de 37,5 cm, y
usandose una lampara GE 300W-230 V tipo PAR 56/WFL. Para evitar el aumento de
temperatura, se interpuso entre la fuente luminosa y la planta una placa Petri (19 cm de
diametro y a unos 4 cm sobre las plantas) rellena de agua, la cual se cambi6 cada 20-30

minutos (Fig. 18).

Figure 18. Pepper plants exposed to high light intensity
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2.2 Dafo mecanico

Se practicaron 5 incisiones sobre las hojas de las plantulas de pimiento mediante
pinzamiento, y se mantuvieron durante 4-6 horas en camara de cultivo; posteriormente

se procesaron las hojas.

3. Tratamiento de frutos de pimiento en una atmosfera enriquecida
con oxido nitrico (NO)

Para el tratamiento con NO se seleccionaron pimientos en estado envero y se siguid el
método descrito por Chaki et al. (2015). Los pimientos se colocaron en cajas de
metacrilato de 25 L y se les hizo vacio durante 35 min. Finalizado el periodo de vacio,
los pimientos se sometieron al tratamiento con 6xido nitrico. Para la generacion de NO
se pesaron 0,1 g de hilo de cobre que se afiadieron a 30 ml de 4cido nitrico (HNO3) al

20 % (v/v) (Fig. 19).

A concentraciones saturantes de HNOs3, se produce didxido de nitrégeno segiin

la siguiente reaccion:

1) Cu(s)+4 HNOj (aq)—> Cu (NO3), (aq) +2 NO, (g) +2 H,O

Tras ser consumido parcialmente el 4acido nitrico, tiene lugar la segunda

reaccion, en la que ya se produce 6xido nitrico, segun la siguiente reaccion

2) 3 Cu(s) + 8 HNO; (aq) —> 3 Cu (NO3)» (aq) + 2 NO (g) + 4 H,O

El NO, de la primera reaccién es atrapado por hidréxido de sodio al 18 % (p/v)
en un matraz anejo, dejando que el NO fluya libre hasta la cdmara de incubacion en la
que se dispusieron los frutos de pimiento. El NO generado fue bombeado a la caja de
metacrilato mediante un mecanismo de succioén integrado en un equipo de deteccion de
NO (Nitric Oxide Meter, Environmental Sensor Co; Boca Raton, FL, USA). Dicho
bombeo se realizd hasta que se alcanzaron 5 ppm (160 pmol L) de NO en la camara.
En ese momento, las cajas fueron cuidadosamente selladas y la incubacion se mantuvo
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el periodo de incubacion, las cajas se abrieron

y los pimientos se mantuvieron durante 1-2 semanas en dos condiciones diferentes, a 6
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°C y a temperatura ambiente (RT), con el fin de evaluar el efecto sobre la maduracion

en los frutos de pimiento.

Como condiciones control, se seleccionaron pimientos envero que fueron
sometidos a las mismas condiciones de incubacion pero sin tratamiento con NO. Los
pimientos se metieron en una caja de metacrilato a la cual se la aplicaron 35 min de
vacio y posteriormente fue sellada y mantenida durante 1 h a temperatura ambiente sin
afiadir ningun gas. Finalizado el tiempo de incubacidn, se almacenaron unos pimientos a

6 °C durante 1-2 semanas, y otros a temperatura ambiente durante el mismo periodo de

tiempo.

NO Detector

Figure 19. Incubation of pepper fruits with nitric oxide gas. NO was generated through the
reaction of solid copper with nitric acid. NO was pumped into the chamber until a concentration
of 5 ppm was reached as indicated in the NO detector. Then, all connections were tightly sealed
and maintained for 1 hour. Previous to the incubation chamber, a flask with 18% (w/v) NaOH
was placed to trap the NO, generated by the reaction of excess Cu and HNOs.

4. Preparacion de extractos crudos para ensayos bioquimicos

4.1. Homogenados de frutos

Para la realizacion de los extractos de fruto de pimiento se trabajé con el material
almacenado a -80°C anteriormente descrito. Los trozos de pimiento congelados fueron
triturados en un molinillo IKA A 11 Basic con nitrogeno liquido, obteniendo asi un

polvo homogéneo.

Una vez triturado el material, se procedio a la elaboracion de los extractos, para

la cual se empled una relacion 1:1 (p/v) con un tampoén de extraccion que contenia Tris-
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HCI1 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,1% (v/v) y glicerol 10% (v/v).
Una vez realizada la homogenizacion los extractos fueron centrifugados a 27.000 g
durante 25 min a 4°C en una centrifuga refrigerada Hettich. Los sobrenadantes fueron
empleados en los diferentes ensayos. Para la preparacion de extractos destinados a la
medida de la actividad ascorbato peroxidasa (APX), se incluy6 ascorbato 2 mM en el

tampon de extraccion.

Para los ensayos de las actividades enzimaticas, los extractos fueron pasados por
columnas de exclusion molecular Sephadex G25 desechables, NAP™-10 6 NAP™-5
(GE Healthcare), con el fin de eliminar las pequefias moléculas que pudiesen interferir

en las medidas.

4.2. Homogenados de hojas, raices, flores y tallos

Para la realizacion de los extractos se tritur6 cada material por separado usando mortero
y pistilo en presencia de nitrogeno liquido. El material se extrajo en un tampon de
homogeneizacion Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 0,1% (v/v),
glicerol 10% (v/v), DTT 2 mM y PVPP 1% (p/v), con una proporcion 1:2 (p/v). Tras la
homogenizacion, los extractos se centrifugaron a 27.000 g durante 25 minutos a 4°C en
una centrifuga refrigerada Hettich. Con los sobrenadantes obtenidos se realizaron los

correspondientes ensayos.

4.3. Fracciones subcelulares enriquecidas en mitocondrias

Para la determinacion de la actividad enzimdatica L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa se prepararon extractos enriquecidos en mitocondrias; para ello se llevo
a cabo una modificacion del método descrito por Jiménez et al. (2002). Los frutos se
lavaron y cortaron manualmente, e inmediatamente fueron incubados en un medio de
homogenizacion en una relacion 1:1 (p/v) durante 30 min a 4°C. Todas las operaciones
fueron llevadas a cabo a 4°C, con el fin de preservar la integridad de los organulos. El
tampon de homogenizacion contenia Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, KCl 10 mM, MgCl, 1
mM, EDTA 1 mM y sacarosa 400 mM.

Tras el periodo de incubacion en el medio, se procedi6 a la trituracién y
homogenizacion de dicho material en una batidora Ufesa Multi Blender con pulsos
suaves. El homogenado se filtro a través de dos capas de entretela y se centrifugo a

4.600 g durante 20 min. Tras la centrifugacion el sobrenadante fue centrifugado a
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16.000 g durante 15 min. Finalizada la centrifugacion el precipitado obtenido se
resuspendié suavemente con un pincel de cerdas naturales en el mismo medio de
extraccion mencionado anteriormente. Finalizada la resuspension el material, el material

enriquecido en mitocondrias, fue utilizado en los diferentes ensayos.

5. Aislamiento y purificacidén de peroxisomas de fruto de pimiento

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4°C, con el objeto de preservar en todo
momento la integridad de los organulos. EI método utilizado para el aislamiento de los
organulos fue el descrito anteriormente para frutos de pimiento (Mateos et al. 2003). El
método consiste en varias centrifugaciones diferenciales seguidas de una centrifugacion
en gradiente de densidad de sacarosa. Los frutos se lavaron con agua desionizada y se
trocearon manualmente en piezas de 5-10 cm? de seccién, e inmediatamente después se
incubaron durante 30 min a 4°C con el tampdon de homogeneizacion en una relacion 1:1
(p/v). Transcurrido ese tiempo, los frutos se homogeneizaron en una batidora Ufesa
Multi Blender en pulsos suaves separados por unos segundos. La composicién del
tampon de homogeneizacion fue de Tricina-KOH 255 mM, pH 7,5, KCI 15 mM, MgCl,
1,5 mM, EDTA 1,5 mM, sacarosa 1,5 M, BSA 0,3% (p/v) para pimiento verde y 0,4%
(p/v) BSA para pimiento rojo, y DTT 7,5 mM. El homogenado se filtr6 a través de dos
capas de entretela y se centrifug6 a 4.600 g durante 20 min para eliminar la mayor parte
de plastidios, nucleos y residuos celulares. El sobrenadante se centrifugé de nuevo a
12.000 g durante 15 min y el precipitado obtenido se resuspendi6é con un pincel suave
en un medio de extraccion que contenia Tricina-KOH 170 mM, pH 7,0, KCl 10 mM,
MgCl, 1 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 1 M, y BSA 0,3 % (p/v). La suspension de
organulos se depositdé con ayuda de una jeringa, en la parte superior de un gradiente
discontinuo de sacarosa compuesto por 3 mL del 60%, 6 mL del 57%, 9 mL del 51%, 9
mL del 47%, 6 mL del 42% y 3 ml del 35% de sacarosa (p/v). Las soluciones de
sacarosa se prepararon a partir de una solucidon madre de sacarosa al 66% (p/v)
preparada en Na,-EDTA, 1 mM, pH 7,5. Los gradientes de sacarosa se prepararon en
tubos Quick Seal (Beckman) y se centrifugaron a 80.000 g durante 1 h y 30 min en una
ultracentrifuga Beckman con un rotor vertical VTi50. Finalizada la centrifugacion, los
peroxisomas se situaban en la parte inferior del gradiente en la interfase entre las capas
de 57% y 51% (p/v) de sacarosa (Lopez-Huertas et al. 1995), en una densidad media de

1,24 gem™. La banda correspondiente a la fraccion de los peroxisomas se extrajo de los
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gradientes mediante la perforacion de los tubos de centrifuga con una aguja
hipodérmica conectada a una jeringa de vidrio. Las matrices peroxisomales (fraccion
soluble) se separaron de las membranas mediante choque osmotico por dilucion 1:3
(v/v) con tampdn fosfato-K 50 mM, pH 7,8 Na,-EDTA 1 mM con agitacion suave a 4°C
durante 1 h y posterior centrifugacion a 120.000 g durante 35 min en un rotor Beckman
70Ti. El sobrenadante que contiene las proteinas solubles del organulo se concentrd por
ultrafiltracion con nitrégeno utilizando una membrana PM-10 de Amicon, sobre la que
se ejercio una presion de 60 psi. Con las matrices concentradas se realizaron los ensayos

correspondientes o bien se congelaron a -20°C hasta su uso.

6. Determinacién de actividades enzimaticas

6.1. L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3)

Esta actividad se medio siguiendo el método descrito por Oba et al. (1994) con algunas
modificaciones. Este método se basa en medir la reduccion del citrocomo ¢ dependiente
de L-galactono-1,4-lactona (L-GalL) a 550 nm, 22°C y durante 2 min por la accion de la
enzima. La mezcla de reaccion contenia tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,4, KCN 0,1
mM, citocromo € 85 uM, L-galactono-1,4-lactona 4,2 mM, y muestra, en un volumen
final de 1,05 mL. Para la medida se comenzo con una incubacion, en la cubeta de
medida, de la muestra con el KCN durante 1 min; finalizada la incubacién se afiadieron
el resto de reactivos, disparandose la reaccion con la L-GalL. Se utilizé un control sin
muestra y asimismo se realizaron blancos para cada muestra sin L-GalL. Para la
completa oxidacion del citocromo C, la solucion fue borboteada durante unos minutos
con una bomba de tipo pecera. La actividad enzimatica, expresada en nmoles de
citocromo C reducido-min'l-mg'1 proteina, se calculd a partir de la velocidad inicial de
reaccion en la cubeta problema menos la del blanco sin L-GL, utilizando un coeficiente

de extincion molar para el citocromo ¢ de 21,3 mM ™ -cm™.
6.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

e Ensayo espectrofotométrico

Para la determinacion de la actividad catalasa se siguid el método descrito por Aebi
(1984), en el cual se mide la disminucion de la absorbancia a 240 nm debida a la

descomposicion del H,O, por efecto de la enzima. Las medidas se realizaron en una
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cubeta de cuarzo a la cual se anade la muestra, y una mezcla de reaccion formada por
tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,0 y HO, 10,6 mM hasta completar un volumen final de
I mL. La reaccidon fue medida durante 2 min a 25°C en un espectrofotometro Thermo
Scientific Evolution 201, frente a un blanco compuesto por agua destilada. La actividad
enzimatica expresada en pmol de H,O,-min™-mg" de proteina, se calculd a partir de la
velocidad inicial de la reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el H,O, de

39,58 M em L.

e Actividad isoenzimatica en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

Para el andlisis de la actividad catalasa en geles de poliacrilamida se siguié el método
descrito por Clare et al. (1984). Se realizo una electroforesis en geles de poliacrilamida
(EGPA) al 5 y 6 % de acrilamida en condiciones nativas (apartado 8.2). Tras la
electroforesis, los geles se incubaron en una solucidon que contenia peroxidasa de rdbano
50 pg/mL (SIGMA) en tampoén fosfato-K 50 mM, pH 7,0, durante 45 min. A esta
solucion se le anadio H,O, a una concentracion de 5 mM y se mantuvo la incubacion 10
min mas en oscuridad. Posteriormente, los geles fueron incubados en una solucion de
3,3-diaminobencidina (DAB) 0,5 mg/mL en el tampon fostato-K hasta la aparicion de

bandas incoloras sobre un fondo marron.

6.3. Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)
e Ensayo espectrofotométrico

Para la medida espectrofotométrica de esta actividad los extractos fueron preparados
anadiendo al tampon de extraccion ascorbato 2 mM con el fin de evitar la inactivacion
de la enzima. El método seguido se basa en la medicion de la oxidacion de acido
ascorbico a 290 nm durante 1 min a 25 °C (Hossain and Asada, 1984). La mezcla de
reaccion contenia Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6, ascorbato 0,2 mM y H,O, 0,3 mM,
todo ello en un volumen final de 1 mL. La reaccidn se inicid por la adicion del H,O,. Se
realizaron tres controles, uno sin ascorbato, otro sin H>O, y el tltimo sin muestra. Para
el calculo de la actividad se utilizo el coeficiente de extincion molar del acido ascorbico
a 290 nm de 2,8 mM™-cm™ y la actividad se expresd en nmoles de 4cido ascorbico

oxidado-min’1-mg” proteina.
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e Actividad isoenzimatica en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

El método seguido para el revelado de los geles fue una modificacion del descrito por
Bieker et al. (2012). Para la separacion de las distintas isoenzimas se realiz6 una EGPA
en condiciones nativas (apartado 8.2) en geles al 10% de acrilamida, si bien el tampdon
de electrodos se prepard con ascorbato 2 mM. Una vez preparados los geles, estos
fueron sometidos a un pre-recorrido electroforético de 30 min a 120 V antes de cargar
las muestras. Finalizada la electroforesis los geles fueron incubados en tampdn fosfato-
K 50 mM, pH 7,0, y ascorbato 2 mM durante 30 min; seguidamente se incubaron de
nuevo los geles durante 10 min en tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,0, ascorbato 4 mM y
H,0; 0,5 uM. Finalizada esta incubacion los geles se equilibraron en tampon fosfato-K
50 mM, pH 7,8 durante 1-2 min para finalmente ser revelados en presencia de una
soluciéon de NBT 2,45 mM y TEMED 14 mM. Los geles se mantuvieron en esta
solucion hasta la visualizacién de las primeras bandas acromaticas sobre un fondo

violeta.

6.4. Monodeshidroascorbato reductasa (MDAR; EC 1.6.5.4)

El método utilizado para la medida de la MDAR, se basa en la medida de la oxidacién
del NADH a 340 nm. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 1 mL que
contenia tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,8, ascorbato 40 mM, ascorbato oxidasa 0,5 U,
NADH 8 mM y 25 pL de muestra. Se utiliz6 un blanco de reaccidon compuesto por
tampon, muestra y NADH, asi como un control sin muestra. Se realizd una
comprobacion del sistema de generacion de monodeshidroascorbato (MDA) midiendo
previamente la mezcla de ascorbato 1 mM y ascorbato oxidasa 0,5 U; este ensayo debe
dar una DO min™" = 0,01-0,02. La medida se 1levo a cabo durante 1 min a 25°C. Para el
calculo de la actividad se utiliz6 el coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm

de 6,22 mM™"-cm™ y la actividad se expresé en nmoles de NADH- min™ mg™ proteina.

6.5. Deshidroascorbato reductasa (DAR; EC 1.8.5.1)

Para la medida de la actividad enzimadtica de la DAR se sigui¢ el método basado en la
formacion de ascorbato a 265 nm. La mezcla de reaccion, realizada en cubetas de
cuarzo, estaba compuesta por tampon-K 50 mM, pH 6,5, EDTA 0,1 mM, GSH 2,5
mM, DHA 0,2 mM y 20 pl de muestra; todo ello en un volumen final de 1 mL. Se
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realizaron 3 blancos: un blanco del tampon, un blanco de reactivos sin muestra y un

blanco de muestra en ausencia de DHA.

La medida se realiz6 durante 5 min a 265 nm y 25°C. Para el célculo de la actividad
se utilizo el coeficiente de extincion molar del ascorbato de 14 mM-cm™, expresando la

actividad como nmoles de ascorbato-min™-mg™ prot.

6.6. Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Para la determinacion espectrofotométrica de esta actividad se sigui6 el método descrito
por Edwards et al. (1990), basado en la medida de la tasa de oxidacion del NADPH a
340 nm durante 3 min a 25°C. En la reaccion se produce la transformacion del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) en un volumen final de 1 mL que contenia
tampon Hepes-NaOH 0,1 M, pH 7,8, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM, GSSG 0,5 mM, y
NADPH 0,2 mM. Se utilizaron 3 controles, uno sin muestra y sin GSSG, otro sin
GSSG, y un tercero sin muestra. La actividad enzimadtica, expresada en nmoles de
NADPH oxidado-min™-mg" de proteina, se calculd a partir de la velocidad inicial de
reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el NADPH de 6,22 mM™' cm™

(Jiménez et al. 1997).

6.7. Nitrosoglutation reductasa (GSNOR; EC 1.2.1.1)
» Ensayo espectrofotométrico

La medida de esta actividad se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Barroso et
al. (2006). Se midio la oxidacion del NADH a 340 nm y 25°C en una mezcla de
reaccion que contenia Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, EDTA 0,5 mM, NADH 0,2 mM y S-
nitrosoglutation (GSNO) 0,4 mM, con el cual se iniciaba la reaccion. La solucion de
GSNO se prepard de forma extemporanea manteniéndose en frio y protegida de la luz.
La actividad, considerando el coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm de

6,22 mM " cm™, se expres6 en nmol de NADH - min™ -mg'1 prot.

e Actividad en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

La técnica llevada a cabo para el analisis de la actividad GSNOR en geles, se basa en el
método descrito por Barroso et al. (2006). Se realizaron electroforesis en condiciones
nativas con geles al 6% de acrilamida. Para analizar la actividad, tras la electroforesis

los geles fueron incubados durante 15 min a 4°C en una solucion que contenia NADH 2
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mM, preparada en tampon fosfato sdédico 0,1 M, pH 7,4. Tras esta incubacion los geles
fueron cubiertos con papel de filtro humedecido con una soluciéon de GSNO 5 mM
preparada en fresco. Transcurrido unos 10 min de incubacion, el papel fue retirado y los
geles fueron expuestos a luz ultravioleta hasta la aparicion de bandas oscuras, que
corresponden con la oxidacion del NADH por accion de la enzima, sobre un fondo claro

(Sakamoto et al. 2002; Barroso et al. 2006).

6.8. Peroxidasas
e Ensayo espectrofotométrico

Se modificé el método descrito por Quessada and Macheix (1984), basado en la
deteccion a 470 nm de guayacol oxidado, producido por la accion de peroxidasas. La
medicién se realizo a 25°C durante 15 min. La mezcla de reaccion, en un volumen final
de 1,2 mL, contenia tamp6n fosfato 50 mM pH 6,1, guayacol 6,25 mM, H,0, 1,25 mM
y la muestra convenientemente diluida. La reaccion se inici6 con la adicion H;O; y la
actividad se expresé en nmoles de guayacol-min™ mg” de proteina, calculada aplicando

un coeficiente de extincion molar (g479) para el guayacol oxidado de 26,6 mMem™.

e Actividad isoenzimatica en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

Para la deteccion de la actividad peroxidasa en geles se sigui6é el método descrito por
Adam et al. (1995). Se realizO una EGPA en condiciones nativa (apartado 8.2)
empleandose geles al 8% de acrilamida. Finalizada la electroforesis los geles fueron
incubados en un tampdén acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 que contenia 3,3-
diaminobencidina (DAB) 1 mM y H,0O, 0,03% (v/v) durante 20 min. Pasado este

tiempo aparecian en el gel bandas de color marron frente a un fondo transparente.

6.9. Citocromo c oxidasa (CCO; EC 1.9.3.1)

Para la determinacion espectrofotométrica de la actividad citocromo C oxidasa se siguid
el método descrito por Schnarrenberger et al. (1971). Las medidas se realizaron a 550
nm, 25°C durante 2 min. Todas las lecturas se hicieron frente a un blanco con citocromo
¢ oxidado que contenia tampoén fosfato-K 0,1 M pH 7,0, Triton X-100 0,1% (v/v),
citocromo C reducido 20 pM, y una solucién de [Fe(CN)g]K; saturada. Las medidas se

realizaron en un volumen final de 1 mL compuesto por la muestra, Triton X-100 0,1%
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(v/v) y citocromo C reducido 20 uM. Para realizar la medida se incub6 la muestra con el
triton durante 3 min; finalizado este periodo de incubacidon se afiadi6 el citocromo C y se
realizd la lectura. El citocromo C reducido se prepard afiadiendo a una solucion de
citocromo € 20 uM en tampon de reaccion, ditionito sddico hasta una concentracion
final de 0,4 mM. Esta mezcla se aire6 durante 10 min, y el grado de reduccion del
citocromo C se controlé midiendo el cociente DOss50/DOsgs, que debe estar comprendido
entre 8-11. La actividad se expresd en nmoles de citocromo ¢ oxidado min” -mg’”
proteina, utilizando un coeficiente de extincion molar para el citocromo ¢ de 21,3 mM™

-1
cm .

6.10. Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)
e Anadlisis isoenzimatico en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

El método de relevado usado para el andlisis isoenzimatico de SODs es el descrito por
Beauchamp and Fridovich (1971). Para la separacion de las diferentes isoenzimas se
realiz6 una EGPA en condiciones nativas (apartado 8.2). Finalizada la electroforesis los
geles se incubaron en una solucion de NBT 2,45 mM preparado en tampon fosfato-K 50
mM pH 7,8 durante 20 min en oscuridad. Finalizada esta primera incubacion, los geles
se transfirieron a una solucion de riboflavina 28 uM y TEMED 28 mM en el mismo
tampon durante 15 min en oscuridad. Finalmente los geles se expusieron a la luz en
tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,8 durante 10 min hasta la aparicion de bandas

acromaticas sobre el fondo azul del gel.

Para la identificacion de las diferentes isoenzimas de SOD, una vez finalizada la
electroforesis, los geles fueron pre-incubados durante 30 min bien en presencia de KCN
2 mM o de H,O, 5 mM preparados en tampon fosfato-K 50 mM, pH 7.8, y
posteriormente se continuaba con el ensayo de la actividad. Las isoenzimas de la CuZn-
SOD son inhibidas por el CN" y por el H,O,; las Fe-SODs son inhibidas por el H,O,
pero no por el CN’; sin embargo las Mn-SODs son resistentes a ambos inhibidores

(Corpas et al. 1998b; Palma et al. 2013).
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7. Determinaciéon de actividades enziméaticas en presencia de
moduladores (agentes oxidantes, reductores, donadores de
peroxinitrito y 6xido nitrico).

Se realizaron diferentes ensayos in vitro tanto con agentes oxidantes y reductores como
con donadores de 6xido nitrico y peroxinitrito con las muestras de pimiento con el fin
de establecer de qué forma eran moduladas las actividades de las enzimas GalLDH,

APX, CAT, SOD y CCO.

Se llevaron a cabo ensayos a tiempos variables con muestras de pimientos
California verdes y rojos a los que se les afladieron de manera individual la bateria de

moduladores (volumen total de la mezcla de 1 mL) tal y como se indica en la Tabla 7.

Table 7. In vitro treatments of antioxidant enzymes from pepper fruits with different
potential modulators. Pepper fruit samples were incubated with different compounds under
different conditions as indicated below. Then, the enzymatic activity was determined as
indicated above. GalLDH, galactono-1,4-lactone dehydrogenase; CAT, catalase; SOD,
superoxide dismutase; CCO, cytochrome ¢ oxidase; DTT, dithiothreitol; NEM, N-
ethylmaleimide; GSH, glutathione; H,0,, hydrogen  peroxide; SIN-1, 3-
morpholinosydnonimine; GSNO, S-nitrosoglutathione; DeaNONOate, diethylamine NONOate.

Concentration Incubation Others
Enzyme Modulator . o Reference
(mM) conditions indications
E;I;IJ(; 0-5 25°C, 30 (Begara-Morales
) . 2
GSH 0-2 Dark, etal 2014)
GalLDH stirring
DTT NAPTM_5 Present study
NEM 0-5 25°C, 5 § Y
H,0,
SIN-1 0-5 Dark,
APX 259C. 30" s‘ri::in-g (Begara-Morales
GSNO 0-2 - = et al 2014)
GSH
SIN-1 5
DeaNONOate - Dark (Sun & Oberl
CAT DIT 5 25°C. 45° s un & oeres
stirring 1989)
GSNO 0-6
GSH )
SIN-1
GSNO 4
DeaNONOate Dark, (Holzmeister et al.
S0D 25°C, 1207 ..
GSH ’ stirring 2015)
H,0, 10
DTT
SIN-1
GSNO 5
DeaNONOate o . Dark,
Cco GSH 25°C. 120 stirring Present study
H,0, =
DTT 5
KCN
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8. Electroforesis en geles de poliacrilamida (EGPA)

8.1. EGPA en condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS)

Fue utilizada la metodologia descrita por Laemmli (1970) en la cual la muestra es
desnaturalizada por calor en presencia de agentes desnaturalizantes. Este tipo de
electroforesis minimiza la agregacion molecular y asegura la disociacion de las
proteinas en sus subunidades polipeptidicas. La masa molecular de las proteinas se
determina llevando a cabo una electroforesis en la que junto a la proteina problema se
cargan varios patrones de proteinas con masas moleculares conocidas. El marcador
molecular utilizado para todos los ensayos fue el Precision Plus Protein Standards
(Dual Color) de Bio-Rad.

Se utiliz6 un equipo Mini Protean Tetra Cell de Bio-Rad. Se emplearon tanto
geles Mini-Protean TGX gels (4-20%) de Bio-Rad ya preparados, o se elaboraron en el
laboratorio con diferentes concentraciones de acrilamida (6-12%), y con un gel
concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Los geles separadores al 6-12% se
prepararon en tamp6n Tris-HCI 375 mM, pH 8,9, glicerol 10 % (v/v) y SDS 0,1% (p/v).
Para los geles concentradores al 4%, la acrilamida se prepar6 en tampon Tris-HCI 62,5
mM, pH 6,8, SDS 0,1% (p/v). Las muestras para electroforesis se prepararon en un
tampon de carga 4X compuesto por Tris-HCI 250 mM, pH 6,8, SDS 8% (p/v), glicerol
40% (v/v), azul de bromofenol 0,006% (p/v) y DTT 10 mM, y se calentaron 5 min a
95°C. Después se cargaron en los geles, a los que se aplico un voltaje de 100 V durante
15-20 min, para después subir a 200 V durante unos 45 min hasta que el frente se situ6 a
1 cm aproximadamente del borde inferior del gel. El tampon de electrodos usado para el
catodo fue Tris-HCI 0.025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M y SDS 0,1% (p/v), y el tampon

del anodo de igual composicidn, pero sin SDS.

8.2. EGPA en condiciones nativas

En este tipo de electroforesis las proteinas no necesitan ser sometidas a
desnaturalizacion, de forma que éstas migran en el gel en funcion de su carga, su forma

y su tamafo.

Para llevar a cabo la electroforesis nativa se prepararon geles a diferentes
concentraciones de poliacrilamida (6-12%) en funcidn de la enzima objeto de estudio y

se utilizo un equipo Mini- Protean Tetra Cell de BioRad. Los geles se prepararon en un
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tampon Tris-HCI 375 mM, pH 8,9, con una relacion acrilamida/bis de 19:1 y un grosor
de 1,5 mm. La muestras fueron cargadas directamente en el gel, tras afiadirse azul de
bromofenol al 0,006% (p/v) a las mismas. Para realizar la electroforesis se utilizé una
intensidad de 15 mA por gel durante 30 min, y después se incrementé a 25 mA por gel
hasta que el azul de bromofenol quedd a 1 cm del final del gel. El tampdn de electrodos

utilizado fue glicina 38 mM y Tris 5 mM a pH 8,9.

9. Isoelectroenfoque (IEF)

Para llevar a cabo esta técnica se siguio la metodologia descrita por Palma et al. (1997).
Se prepararon geles de 1,5 mm de grosor y acrilamida al 6 % que contenian 2,3% (p/v)
de anfolitos con un rango de pH de 3,5-7 (Amersham), y glicerol al 10 % (v/v); como
catalizadores se utiliz6 TEMED al 1% (v/v) y persulfato amoénico al 0,023% (p/v). Las
muestras se prepararon en una solucion que contenia sacarosa 15% (p/v) y anfolitos al
2,3% (p/v) de pH 3,5-7. Una vez cargadas las muestras en los pocillos, sobre las mismas
se depositd una capa de sacarosa al 7,5% (p/v) y anfolitos al 2,3% (p/v). Se utiliz6 un
equipo Mini Protean II de BioRad para todo el procedimiento. Se prepararon dos
soluciones de electrodos diferentes: el catodo que contenia NaOH 0,1 M y el anodo a
base de 4acido fosforico al 0,06 % (v/v). El proceso electroforético se llevo a cabo a
voltaje constante, comenzando a 150 V durante 30 min; tras este tiempo se incrementd
el voltaje a 200 V durante otros 30 min y, finalmente, se aument6 a 250 V durante 1,5-
2 h. Todo el proceso fue realizado a 4°C y se utilizaron los marcadores IEF Standards

de BioRad, especificos para esta técnica.

10. Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida

10.1. Azul Coomassie

Para la tincion de geles con azul Coomassie se utilizo la solucion comercial Bio-Safe ™
Coomassie G-250 Stain de Bio-Rad. Los geles fueron lavados en agua desionizada tres
veces durante 5 min cada vez, e incubados con agitacion en la solucidon de tincioén
mencionada anteriormente durante 1 h. Tras la incubacion, los geles se lavaron con agua
desionizada durante 30 min, tras los cuales aparecieron las bandas azules sobre el fondo

transparente.
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10.2. Nitrato de plata

Para la tincion con plata se siguid6 una modificacion del método desarrollado por
Heukeshoven and Dernick (1985). Una vez realizada la electroforesis los geles se
enjuagaron tres veces con agua desionizada durante 5 min cada vez. Con el fin de fijar
las proteinas en los geles, €stos se incubaron entre 1-3 h en una solucion de etanol al
30% (v/v) y acido acético glacial al 10% (v/v). Transcurrido este periodo de incubacion
se neutralizaron los geles con la misma secuencia de lavado que la anterior (3 X 5 min).
El siguiente paso fue la reduccion de los geles mediante una soluciéon compuesta por
ferricianuro potasico 1% (p/v) y tiosulfato de sodio 1,6 % (p/v). Posteriormente, se
lavaron los geles con agua desionizada hasta que quedaron totalmente transparentes y se
incubaron con nitrato de plata al 0,1% (p/v) durante 30 min en oscuridad. Finalizada la
incubacion se descartdé la solucion de nitrato de plata y se les fue afadiendo
secuencialmente una solucion de revelado que contenia carbonato soédico 0,3 M y
formaldehido 0,02% (v/v), hasta ver la aparicion de las bandas de proteinas sobre un

fondo transparente. La reaccion se detuvo afiadiendo acido acético al 3% (v/v).

11. Identificacibn de S-nitrosotioles proteicos en geles de
poliacrilamida

Para la identificacion de los S-nitrosotioles proteicos se utilizd el método descrito por
King et al. (2005) con algunas modificaciones. Para el ensayo fueron utilizados geles
preparados TGX de Bio-Rad Mini-Protean (4-20%). Antes de cargar las muestras, los
geles fueron sometidos a un pre-recorrido de 30 min a 30 mA/gel. Los tampones de
electrodos utilizados en este ensayo son los descritos en el apartado 8.1, si bien tanto al

catodo como al anodo, se les anadi6 EDTA 1 mM.

Las muestras fueron preparadas en un tampon de carga Tris-HCI 250 mM, pH
6,8, SDS 8% (p/v), glicerol 40% (v/v) y azul de bromofenol 0,006% (p/v) en una
proporcioén 1:1. Seguidamente, se cargaron 20 pg por pocillo y se llevo a cabo la
electroforesis a 15 mA/gel. Finalizada la misma, los geles se enjuagaron en agua
ultrapura con EDTA 1 mM. Posteriormente, los geles fueron incubados con el
fluor6foro DAF-FM (3-amino,4-aminometil-2"7-difluoresceina) 28 pM, especifico para
detectar NO, durante 10 min a temperatura ambiente, en oscuridad. Tras la incubacion,

los geles fueron expuestos a luz UV en un transiluminador durante 5 min
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aproximadamente. La luz ultravioleta rompe las uniones del NO a los aminoécidos
liberandose de esta forma el NO. El NO liberado reacciona con el O, dando lugar a la
formacion de N,Os y especies relacionadas que reaccionan con el DAF-FM provocando
la emision de fluorescencia (Fig. 20). Tras la exposicion a UV se analizaron los geles en
un equipo PharosFM™ System seleccionando una longitud de excitacion de 488 nm y
una longitud de emision de 530 nm observandose las bandas fluorescentes de color

verde correspondientes a los S-nitrosotioles protéicos.

uv
S\NO
\) NO + O, —> | N,O; + related species
! > FLUORESCENT
DAF-FM BANDS

Figure 20. Basis of detection of protein S-nitrosothiols (SNO) in polyacrylamide gels using
DAF-FM. Exposure of NO-proteins to UV light releases NO. Then, the released NO reacts with
0O, to form N,Oj; and related species that react with DAF-FM, causing the dyes to fluoresce over
nitrosylated proteins. The fluorescent bands were visualized using a fluorimager with an
excitation wavelength of 488 nm and an emission wavelength of 530 nm.

Para corroborar la especificidad del método y posibles artefactos experimentales
en la detecciéon de SNOs, se realizaron diferentes controles internos. Los controles se

realizaron con incubaciones directas sobre las muestras y con incubaciones en los geles.

Las muestras de pimiento rojo se preincubaron durante 3 h a 25°C con diferentes
agentes capaces de descomponer los SNOs o de bloquear los tioles libres, tales como
ditiotreitol (DTT) a una concentracion de 20 mM , ascorbato 20 mM, CuCl 0,1 mM, N-
etilmaleimida (NEM) 5 mM, glutation reducido (GSH) 20 mM, B-mercatopetanol
(BME) 100 mM vy radiacion UV. Tras las incubaciones, se realizo el revelado siguiendo

el método descrito anteriormente.

Para los controles realizados directamente sobre los geles se utilizo como agente
secuestrador de NO el 2-4-carboxifenil-4,4,5,5-tetrametilimidazoline-1-oxil-3-6xido
(cPTIO). Finalizada la electroforesis se incubd el gel con cPTIO (10 mM) durante 30

min a temperatura ambiente, tras esta incubacion se siguié el mismo procedimiento para
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el andlisis de SNOs descrito hasta ahora. Se realizé un ensayo en el cual no se aplico ni
cPTIO ni radiaccion UV para comprobar que no se estaba produciendo ninguna

interferencia en el proceso.

12. Determinacion del tamano molecular nativo de la catalasa

12.1. Electroforesis nativa en geles de poliacrilamida

Para la determinacion del tamafio molecular de la catalasa de frutos de pimiento se
sigui6 el método descrito por Hedrick and Smith (1968). Se realizaron una serie de
electroforesis en condiciones nativas en geles de poliacrilamida a diferentes
concentraciones (5-7%), tal y como se especifica en el apartado 8.2. Para cada una de
las electroforesis realizadas se utilizaron dos geles: en uno se cargaron proteinas
comerciales de masa molecular conocida (patrones), y en el otro, distintas muestras de
extractos de frutos de pimiento. Finalizadas las electroforesis, los geles con las proteinas
patrén se tineron con azul Coomassie (apartado 10.1) y en los otros se detectod la
actividad catalasa isoenzimdtica tal y como se especifica en el apartado 6.2;
seguidamente, se determind el R¢ de cada una de las bandas, tanto de las proteinas
patrén en los geles tefiidos con azul Coomassie como de las isoenzimas de catalasa en
los geles de actividad. Se define el Ry como el cociente entre la distancia de migracion
de cada proteina, tanto patréon como isoenzimas de catalasa /distancia de migracion del
frente electroforético. A continuacion, se represent6 el algoritmo 100 log (Rf x 100) de
cada una de las proteinas (patron e isoenzimas) frente al porcentaje de concentracion de
acrilamida. El valor de las pendientes obtenidas para cada proteina patron se representod
frente a sus respectivas masas moleculares y, sobre la grafica obtenida se interpol6 el
valor de las pendientes de las isoenzimas de catalasa. Se estim6 de esa manera el
tamafo hipotético de la catalasa de fruto de pimiento en su forma nativa. Para el ensayo
se utilizdé como proteina patron la albumina de suero bovino (BSA) (Albumin, Bovine
98%, Sigma) y catalasa pura (catalase from bovine liver, Sigma, CAT). Dichas
proteinas se prepararon en una concentracion de 1ug/puL en agua milliQ para la BSA y
2 ng/ul para la catalasa pura. Para cargarlas en los geles, las muestras se prepararon
con glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0,006% (p/v) y se cargaron 12 ug de BSA
y 6 ug de CAT en los pocillos. En el caso de las muestras de pimiento, las muestras se

prepararon como se indica en el apartado 8.2.
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12.2. Filtracion molecular mediante cromatografia por FPLC

Alternativamente, se empled la cromatografia liquida por filtracion molecular en un
equipo de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) para la determinacion de la
masa molecular de la catalasa de los frutos de pimiento. Para ello, se prepararon
homogenados de frutos verdes en el tampon indicado anteriormente, empleando una
relacion 1:2 (material vegetal:tampon). El homogenado se filtré a través de dos capas de
nylon y se centrifugd a 20.000 g durante 30 min para eliminar particulas insolubles y
restos celulares. El sobrenadante se sometid a una precipitacion fraccionada con
(NH4),SO4 (20-80%). De manera resumida, al sobrenadante obtenido tras la
centrifugacion inicial se anadido (NH4),SO4 al 20% (p/p) en frio durante 30 min. La
mezcla se centrifugd a 20.000 g durante 20 min y al sobrenadante resultante se afiadio
(NH4),SO4 hasta el 80% (p/p). Esta ultima mezcla se centrifugd de nuevo a 20.000 g
durante 20 min, eliminandose el sobrenadante. El precipitado obtenido se disolvid en
tampon Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 y la solucion obtenida se volvio a centrifugar en las
condiciones indicadas anteriormente. El sobrenadante se pasé por columnas PD10 para
eliminar los restos de (NH4),SO4. Posteriormente, de la suspension eluida de las
columnas se cargaron 200 uL en una columna de Superose 12 Pharmacia, acoplada a un
equipo de FPLC (Akta, Amersham, Upsala, Suecia) y se el eluido se recogié en
fracciones de 500 pL. En ellas se midio la absorbancia a 280 nm y la actividad catalasa
por el método de medida de descomposicion del peroxido de hidrogeno a 240 nm (Aebi
1984). Igualmente las fracciones obtenidas se analizaron por EGPA-SDS vy transferencia

de western empleando un anticuerpo frente a catalasa (dilucioén 1:1000).

Para la calibracion de la columna de Superosa 12 se emplearon las proteinas
patron Rubisco (Pm = 560.000 Da), ferritina (Pm = 450.000 Da), aldolasa (Pm =
160.000), fosforilasa b (Pm = 97.600) y mioglobina (Pm = 18.700). Se prepard una
solucioén con todas estas proteinas en una concentracion de 1 mg/mL de cada una de
ellas en tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. Se cargaron 200 uL en la columna y se
recogieron fracciones de 500 pL. En las fracciones eluidas se determind la
concentracion de proteinas por la absorbancia a 280 nm y con los datos de los
respectivos pesos moleculares y el volumen de elucion se elabor6 una recta de regresion

donde se interpolo el volumen de elucion de la catalasa de frutos de pimiento.
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13. Electroelucion de proteinas de los geles de poliacrilamida

Para esta técnica, se cortaron las bandas correspondientes a las proteinas de interés de
los geles de acrilamida y se trocearon en piezas de aproximadamente 1 mm?”. Los trozos
de gel se dispusieron en los tubos de vidrio del equipo, segiin se muestra en la Fig. 21.
Se utilizd un equipo 422 Electro-eluter de Bio-Rad y, para llevar a cabo la
electroelucion, se aplicod una intensidad constante de 10 mA por tubo, durante 5-6 h. El
tampon de electrodos estaba compuesto por Tris 25 mM, pH 8,6, glicina 192 mM y
SDS 0,1% (w/v), y se utilizaron membranas de Bio-Rad de 12.000 Da de corte. Las
proteinas electroeluidas y recogidas en las cdpsulas que contenian las membranas se
concentraron utilizando tubos de concentracion Nanosep 10K de Pall Corporation,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

— Figure 21.Side view of Model 422 electro-
— eluter assembly. Macromolecules are carried
by the electrical current out of the gel slice,
through the frit and into the membrane cap

l (www.bio-rad.com).
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14.  Transferencia e inmunodeteccion de proteinas (western blotting)

14.1. Transferencia de proteinas

Para la transferencia de proteinas se utilizaron varios métodos: las proteinas separadas
por EGPA-nativa se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF)
de 0,45 um, utilizando el sistema de transferencia semiseco Tran-Blot SD de Bio-Rad.
El tampon utilizado en la transferencia fue CAPS 10 mM, pH 11,0 con metanol 10%
(v/v). Las membranas fueron activadas con metanol 100% (v/v) debido a su naturaleza
hidrofébica. Una vez activadas fueron lavadas con agua ultrapura durante 2 min para
posteriormente equilibrarlas con el tampon de transferencia. Para realizar la
transferencia se prepararon papeles “Extra Thick Blot Paper” de Bio-Rad que fueron

equilibrados con el tampon de transferencia y mantenidos a 4°C hasta el ensamblaje de
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todos los componentes del dispositivo. La transferencia se desarrollé aplicando una

intensidad de 1,5 mA/cm” de membrana durante 2 h, segiin Corpas et al. (1998a).

Las proteinas separadas por EGPA-SDS fueron transferidas a membranas de
PVDF de 0,2 um utilizando el sistema de transferencia Blot® Turbo™ de Bio-Rad.
Para este tipo de transferencia se utilizo el kit Trans-Blot Turbo PVDEF/ Nitrocellulose
(Mini format) de Bio-Rad siguiendo las instrucciones del comerciante. La transferencia

se llevo a cabo a una intensidad de 1,5 mA/cm? de gel, 25 V, durante 7 min.

Para la visualizacion de las proteinas transferidas, una vez finalizada las
transferencia, las membranas se sumergieron en una solucion de Rojo Ponceau al 0,2%
(p/v) en acido tricloroacético al 3% (p/v), durante 5 min, lavandose después con agua
destilada hasta eliminar totalmente el colorante. A continuacion las membranas se

procesaron para deteccion de proteinas mediante el empleo de anticuerpos especificos.

14.2. Inmunodeteccidn de proteinas por quimioluminiscencia

Para la deteccion especifica de las proteinas transferidas a la membrana de PVDF se
utiliz6 un método de quimioluminiscencia. Finalizada la transferencia, las membranas
fueron lavadas con agua destilada para, seguidamente, incubarlas durante 1 h a
temperatura ambiente con leche en polvo desnatada al 5% (p/v), preparada en tampon
TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, NaCl 0,18 M). Con este paso se asegura el bloqueo en
las membranas de aquellos sitios inespecificos de union de las inmunoglobulinas. Tras
el periodo de bloqueo las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 min cada una
con TBST [Tris-HC1 20 mM, pH 7,8, NaCl 0,18 M, Tween 20 0,1% (v/v)]. Tras el
lavado de las membranas, se llevo a cabo la incubaciéon con el anticuerpo primario
correspondiente, en la dilucion adecuada, durante toda la noche a 4°C, o durante 2 h a

temperatura ambiente.

Finalizada la incubacién con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron
en TBST 30 min (3 x 10 min), tras lo cual se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG unida a peroxidasa de rabano (Bio-Rad)
(dilucion 1:8000). Las membranas se lavaron finalmente con TBST y se procedio a la
deteccion de las proteinas utilizando el kit de revelado “Clarity’™ Western ECL
Substrate” de Bio-Rad que incluia el sustrato de la peroxidasa, de manera que, en

presencia de la enzima, se genera emision de luz seglin se muestra en la Fig. 22. Para el
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andlisis de las membranas se utilizd el equipo ChemicDoc™ XRS de Bio-Rad. El
anticuerpo secundario utilizado en todos los ensayos fue Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)

Horseradish Peroxidase Conjugate de Bio-Rad.

Figure 22. Chemiluminescence detection in PVDF membranes after protein transfer
(source: http://www.bio-rad.com/)

15.  Purificacion por afinidad de la IgG

Se realizaron geles en condiciones desnaturalizantes al 8% de acrilamida (apartado 8.1)
para separar las proteinas y se transfirieron a una membrana de PVDF segun las
condiciones indicadas en el apartado 14.1. Las proteinas se visualizaron con rojo
Ponceau al 0,2% (p/v). Posteriormente, en las membranas de PVDF se cortaron las
bandas correspondientes a las proteinas de interés. Las tiras de membrana cortadas se
lavaron en tampon fosfato potasico 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM (PBS) para eliminar

por completo el colorante.

Tras los lavados, las tiras de PVDF se incubaron en un tampon PBS con BSA
5% (p/v) durante 1-3 h con agitacion continua. Finalizada esta incubacion, las bandas
se lavaron con PBS 3 veces (5 min cada lavado) y se incubaron de 1 a 3 h con
anticuerpo primario, diluido 1:20 en PBS con 0,1% (p/v) de BSA. Transcurrido este
tiempo, se lavaron las bandas con PBS-0,1% BSA 3 veces (10 min cada lavado) y las
IgGs se eluyerdn incubando las tiras de membrana en 1,5 ml de tampon glicina-HCI 0,2
M, pH 2,7, EGTA 1 mM, durante 10 min con agitaciéon constante. Finalmente, la
solucion con el anticuerpo se neutralizo con un volumen igual de Tris-HCI 0,2 M, pH:

8,0, BSA 0,2% (p/v) v 4zida sédica 0,02% (p/v).
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16. Extraccion, derivatizacion y analisis de metabolitos mediante
cromatografia de gases y espectometria de masas (GC-MS).

16.1. Extraccion

Para el analisis de metabolitos se siguio el método descrito por Roessner et al. (2000) al
cual se le realizaron una serie de modificaciones con el fin de poner a punto el método
para las muestras de frutos de pimiento. Para la extraccion, las muestras (0,2 g) se
pesaron, se trituraron con mortero y pistilo, se homogeneizaron en 1 mL de metanol
100 % y 120 uL de ribitol 0,2 mg'mL™, que se utilizé como patrén interno (P.I), y se
mantuvieron a 4°C. Posteriormente, a las muestras se le afiadié 400 pL de agua
ultrapura y fueron centrifugadas a 16.800 g durante 2 min a 4 °C en una centrifuga
Sorvall Legend Micro 17R (Thermo Fischer). Tras la centrifugacion se tomaron 5 pL y
100 nL de sobrenadante que fueron llevados a sequedad durante 3 h sin calor, utilizando
un sistema Speed-Vacuum. Finalizado este proceso las muestras fueron derivatizadas
inmediatamente o conservadas a -80°C hasta su posterior analisis. Para la puesta a punto
del método se realizd un ensayo de recuperacion con los siguientes patrones
seleccionados: D-(+)-glucosa, ribitol (P.I), mio-inositol, L-treonina, oxalato de sodio,
D-(-)-fructosa, D-(+)-galactosa, L-acido glutamico, L-(+)-acido tartarico, acido y-
aminobutirico (GABA) y deshidroascorbato (DHA). Se prepararon las soluciones de

estos compuestos en agua ultrapura Milli-Q con una concentracién de 10 mg-mL™.

16.2. Derivatizacion

Para la derivatizacion de las muestras, a los liofilizados de las muestras se les afiadio 60
puL de metoxiamina preparada a 20 mg/mL en piridina, y se incubaron con agitacion a
37°C durante 1 h y 30 min. Finalizada la incubacion se centrifugaron a 16.800 g durante
30 s a temperatura ambiente en una centrifuga Sorvall Legend Micro 17R (Thermo
Fischer), recuperandose los sobrenadantes. A continuacion se les anadi6 a éstos 120 pL
de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida] y se incubaron a 37 °C durante
30 min. Finalizada esta ultima incubacion se transfirieron 190 pL a diferentes viales.
Las muestras se dejaron reposar unas 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad, para
posteriormente ser analizadas por cromatografia de gases y espectrometria de masas

(GC-MS).
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16.3. Analisis de muestras por cromatografia de gases y espectrometria de
masas (GC-MS)

Para el analisis, se inyect6 1 pL de cada muestra derivatizada en un equipo de
cromatografia de gases con detector de masas (GC-MS) Varian 450-GC 240 MS. La
cromatografia de gases se llevo a cabo a través de una columna TG-5MS (20 m x 0,15
mm, y 0,15 pm de didmetro interno) de dimetil:fenil 95% : 5%. La temperatura de
inyeccion se realizé a 230°C en Split 1:50 con pulso de presion 30 psi durante 0,2 min:
El gas utilizado fue el helio a un flujo de 1 mL-min™. El programa de temperaturas fue
de 70°C durante 5 min, seguido de incrementos continuos de 5°C hasta alcanzar los
250°C, y posteriores segmentos de 20°C hasta alcanzar los 310°C, temperatura que se
mantuvo durante 1 min. La deteccion se realizd por ionizacion de impacto electrénico y
los cromatogramas fueron registrados en modo TIC full scan con rango de adquisicion
de masas entre 50-600 m/z. La evaluacion de los cromatogramas y los espectros de
masas se realizo usando la base de datos NISTO8 del software MS Workstation 6.9.1

utilizando los tiempos de retencion de los patrones puros.

17.  Otras determinaciones bioquimicas

17.1. Contenido de ascorbato y glutation

Para la determinacion de ascorbato y glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) se
sigui6 el método descrito anteriormente por Airaki et al. (2011). El endocarpio de
pimiento (0,4 g) fue homogeneizado en 1,3 mL de HCl 0,1 N. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 15.000 g durante 15 min a 4°C, y los sobrenadantes
fueron filtrados a través de filtros de PVDF de 0,22 pm. Seguidamente, las muestras
fueron analizadas mediante cromatografia liquida y electrospray/espectrometria de
masas (HPLC-ES/MS) usando un equipo Allience 2695 HPLC de Waters conectado a
un espectrometro de masas triple cuadrupolo Quatro micro API de Micromass. La
columna utilizada en el ensayo fue una Atlantis® T3 3 um, 2,1 x 100 mm de Waters.
Para el control, adquisicion y analisis de datos se utilizd el paquete de software
MassLynx 4.1. La concentraciéon de ascorbato y glutation fue calculada usando
estandares externos y fue expresada como mg de 4cido ascorbico y mg de GSH y GSSG

por 100 g de peso fresco de frutos. Todas las operaciones llevadas a cabo a lo largo del
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andlisis se realizaron a 4°C y en semioscuridad para evitar la degradaciéon de los

analitos.

17.2. Peroxidacion lipidica

Para el andlisis de la peroxidacion lipidica de determind la tasa de formacion de las
sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS), empleando para ello el
malondialdehido (MDA) como compuesto de referencia (Buege & Aust 1978). Para el
ensayo se afiadieron 200 pL de muestra diluida a 1 mL de la siguiente mezcla de
reaccion: acido tricloroacético 15% (p/v), y acido tiobarbiturico 0,375 % (p/v) en HCI1
0,25 N. Posteriormente, la mezcla se calentd durante 15 min a 97°C, se dej6 enfriar y se
centrifugd a 1100 g durante 5 min a 25°C en una centrifuga Hettich. En el sobrenadante
se efectuo la lectura de densidad optica a 535 nm. Los valores obtenidos se enfrentaron
a una recta de calibracion con distintas concentraciones de MDA (0,1-20 uM), para
determinar la tasa de peroxidacion lipidica de la muestras. Todas las soluciones y

reactivos fueron preparados con agua Milli-Q para este ensayo.

La deteccion de peroxidacion lipidica a nivel de tejidos se realizo utilizando el
reactivo de Schiff, que detecta los aldehidos originados a partir de peroxidos lipidicos
(Yamamoto et al. 2001). Se incubaron las muestras en el reactivo de Schiff durante 1 h
a temperatura ambiente y posteriormente se descoloraron por inmersion en etanol puro
hervido hasta la apariciéon de una coloracion violeta, lo que indicaba la presencia de

peroxidacion lipidica en los tejidos.

17.3. Determinacién de carotenos y clorofilas en extractos de frutos de
pimiento

Para la determinacién del contenido de carotenos y clorofilas totales, se realizaron

extractos de pimiento verde, rojo y envero. Se prepararon extractos a partir de 1 gramo

de pimiento en 1 mL de tampon-K 50 mM a pH 7,8.

Al extracto se le afiadieron 4,5 ml de acetona hasta una concentracion del 85% (v/v), y
dicha mezcla se agito y se dejo enfriar a 4°C. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 12.300 g durante 10 min a 4°C en una centrifuga Hettich. Finalizada la
centrifugacion, los sobrenadantes se analizaron a las siguientes longitudes de onda: 480

nm, 663 nm, 645 nm y 652 nm.
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El contenido de carotenos totales expresados en mg/g fruto se calcul6 siguiendo

el método descrito por Davies (1976), empleandose las siguientes ecuaciones:

Ey 1

(mg carotenos /mL) =
E; Cm”’ x 100  vol. Muestra

Donde Ey = AE450™ = AEago + 0,114 AEgs3 — 0,638 AEqus, ¥ Ei e * = 2500
siendo este ultimo el coeficiente de extincion para una solucidon que contenia 1% de
carotenos (1 g/100 ml).

Para el calculo de clorofilas totales expresadas también en mg/g fruto se sigui6

la metodologia descrita por Arnon (1949), empleandose la siguiente ecuacion:

E652 x 1000 5
(mg clorofilas /mL) = X
34,5 v x 1000

En la que E¢s; es la absorbancia a esa longitude de onda y (v) es el volume de

muestra.

17.4. Concentracién de proteinas

El método utilizado para la cuantificacion de proteinas fue el descrito por Bradford
(1976), el cual implica una reaccion colorimétrica entre el Coomassie Brilliant Blue G-
250 y la proteina. Con este método se mide el incremento de absorbancia que se
produce a 595 nm, que es proporcional a la concentracion de proteinas. Para la
cuantificacion de proteinas se prepard una curva patrén con albumina de suero bovino
(BSA), fraccion V (Roche) y se empled el reactivo comercial “Protein assay dye

reagent concentrate” de Bio-Rad.

Para 1 mL de volumen final de reaccidn, se afiadian 200 pL del reactivo de Bio-
Rad a 800 pL que contenian la muestra (2-10 puL) y agua ultrapura. Esta mezcla se
incubo6 durante 5-10 min a partir de los cuales se comenz6 la medida de la absorbancia.
Con los valores de absorbancia y de concentracion de la BSA se elabord una recta de
regresion lineal en la que se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras para

calcular la concentracion de proteinas de las mismas.
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18.  Extraccion, cuantificacion y analisis de RNA

18.1. Extraccién de RNA total

Para llevar a cabo el aislamiento de RNA se utilizd el reactivo comercial Trizol”
Reagent (Gibco BRL, Life Technologies). Los frutos se homogeneizaron en un mortero
con nitrogeno liquido, pesdndose el polvo obtenido y afadiendo inmediatamente el
Trizol (I mL de Trizol por cada 100 mg de tejido). Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 5-10 min. Tras la incubacion se centrifugaron a 12.000 g
durante 15 min a 4°C. Finalizada la centrifugacion se afiadié cloroformo (0,2 mL por
mL de Trizol utilizado) y se agitd vigorosamente unos 15 s, volviéndose a incubar
durante 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000 g durante 15 min a 4°C y
se obtuvieron dos fases, una acuosa, superior, donde se encuentra el RNA, y otra
inferior de fenol-cloroformo. La fase acuosa re recuperd y se le afiadié isopropanol (0,5
mL por cada ml de Trizol), se agité vigorosamente y se dejo incubando durante 10 min
a temperatura ambiente. Seguidamente, se centrifugd a 12.000 g durante 15 min a 4°C.
En este paso se obtuvo el precipitado de RNA con el cual se trabajd. El precipitado se
lavé con 1 mL de etanol 75% (v/v), se agitd por inversion y se centrifugé a 12.000 g
durante 10 min a 4°C. Finalmente, se dejé secar el precipitado durante unos minutos a

temperatura ambiente, y se resuspendid en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

al 0,1% (v/v).

18.2. Cuantificacion de RNA

La cuantificacién del RNA obtenido se realizoé espectrofotométricamente, midiendo la
absorbancia a 260 nm con un equipo Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer. Se realizé
un barrido de absorbancia entre 200 y 300 nm para determinar la posible contaminacion
de proteinas, que absorben a 280 nm. En estas condiciones, la relacion entre
absorbancias Ajg/Azso debe estar comprendida entre 1,8 y 2 para el RNA. Para la

cuantificacion, se asumio que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg/mL

de RNA.

18.3. Electroforesis en geles de agarosa

Se realizaron electroforesis de geles de agarosa para comprobar el estado del RNA y de

los productos de PCR.
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Para la comprobacién del RNA se realizaron geles al 0,8% (p/v) de agarosa que
se disolvido en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM, pH 8,0, acido acético 0,15% (v/v),
EDTA-Na 2 mM) con ayuda de un microondas, y se dejo polimerizar, durante 30-45
min. Alicuotas de 1 pg de RNA de cada muestra se mezclaron con 2 pLL de tampon de
carga [glicerol 25% (v/v), EDTA-Na, 1 mM, pH 8,0, xileno-cianol 0.25% (p/v), azul de
bromofenol 0,25 (p/v) y Gel Red™ (Nucleic Acid Gel stain 10000X) 0,01% (v/v)]. El
volumen final de carga se ajustdo a 10 uL con agua Mili-Q tratada con DEPC. Para la
electroforesis se utilizo una intensidad de 100 V durante 30 min en un tampon TAE.
TS3

Finalizado la electroforesis se visualizaron las bandas usando un equipo GelDoc-It

Imager (UVP).

Para los productos de PCR se prepararon geles que oscilaban entre 0,8 y 2% (p/v) de
agarosa en tampon TAE. Se mezcl6 un volumen de 15 pL de cada muestra con 3 pL del
tampon de carga indicado anteriormente. La electroforesis se realiz6 a 100 V durante
30-120 min en un tampon TAE. Como marcador de tamafio molecular se emple6 100 bp
DNA Ladder, de Biotools. El gel se incubd en un bafio de Gel Red™ (1uL de Gel Red
(10000X) / 10 mL H,O desionizada) durante 15-30 min en oscuridad y posteriormente

se visualizaron los resultados.

19. Sintesis de cDNA, PCR semicuantitativa y PCR cuantitativa a
tiempo real

19.1. Obtencion de cDNA por transcripcion inversa (RT)

A partir del RNA obtenido de los frutos de pimiento se obtuvo el cDNA. Se parti6 de 3
ng de RNA total, a los que se les afnadioé 1,6 pg de oligo-dT (de 23 pb) (New England
BioLabs). Se incubé a 70°C durante 10 min, y posteriormente se adicionaron los
siguientes reactivos: dNTPs 1,5 mM, 0,03 U/ul de RNasin™ (inhibidor de Rnasas,
FINNZYMES), tampon (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, MgCl, 5 mM, KC1 50 mM y DTT 2
mM) y 0,65 U/ul de transcriptasa inversa (AMV Reverse Transcriptase, FINNZYMES),
en un volumen final de 30 pL. La reacciéon se llevd a cabo sucesivamente durante 40

min a 42°C, 5 min a 98°C, y otros 10 min a 4°C.
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19.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Px2, de Thermo.
La reaccion se realizo a partir de los cDNAs obtenidos por RT. La mezcla de reaccion
fue la siguiente: 20-30 ng de cDNA, dNTPs 0,25 mM, tampdn de reaccion Tris-HCI 750
mM pH 9, KCI 500 mM, y (NH4),SO4 200 mM, MgCl, 2 mM, 1 U/ul de la enzima
DNA polimerasa (Hotsplit Biotools), y 0,25-0,5 uM de cada cebador especifico, en un
volumen final de 20 pL.

19.3. PCR semicuantitativa

Para el estudio de la expresion de los genes de las enzimas GalLDH y GSNOR de los
frutos de pimiento, se utilizd la técnica de la PCR semicuantitativa (Marone et al.
2001). Esta técnica permite comparar la cantidad de un mRNA determinado entre
muestras distintas, ya que si la reaccion de PCR se detiene en aquella zona en la que la
cantidad de DNA amplificado aliin se encuentra en la zona exponencial, la intensidad de
las bandas amplificadas es proporcional a la cantidad inicial del cDNA en la muestra.
Como gen control se utilizé la actina ya que su expresion es constitutiva y, por tanto, no
varia en las diferentes situaciones. Esto permite normalizar la intensidad de las bandas

con respecto a este control interno, y minimizar de esta forma el error experimental.

Tras la obtencién del cDNA, se cuantifico tal y como se especifica en el
apartado 18.2 y se prepararon alicuotas con la misma concentracion de cDNA, y poder

realizar los ensayos partiendo de las mismas condiciones.

Para la realizacion de la PCR se emplearon una serie de ciclos y temperaturas de
hibridacion variables, dependiendo de la pareja de cebadores especificos que se
utilizaron. Los cebadores disefiados para las PCR semicuantitativas se especifican en la

Tabla 8.
El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

1- Se realizdé una mezcla con todos los reactivos a excepcion del cDNA y los
cebadores.

2- Se reparti6 esta mezcla en volimenes correspondientes a dos reacciones de
PCR, y a estos volumenes se les anadio 60 ng de cDNA. Las mezclas resultantes

se volvieron a dividir en otros dos alicuotas mas.
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3- A cada tubo se le afiadieron los cebadores especificos, bien los del gen control

(actina) o los del gen problema.

Table 8. Primers used for semicuantitative PCR. GalLDH, galactono-1,4-lactone
dehydrogenase; GSNOR, nitrosoglutathione reductase; Act, actin.

) Size Access
Primers Sequences

(bp) number
F-GalLDH 5-TTACTCTTCAGAACTTTGC-3’

388 AY547352
R-GalLDH 5'-GGATTGCATGTCACAACCAC-3’
F-GSNOR 5'-CTTGACAAAGTATGTGTCC-3’

333 EU652335
R-GSNOR 5'-GTGAGTGTAGAACTTCTCC-3’
F-Act 5'-ACTCTTAATCAATCCCTCCC-3’

573 AY572427
R-Act 5'-GCACTGTATGACTGACACC-3’

Cada reaccion, con un volumen final de 20 pL, se llevo a cabo de la siguiente forma:
1 uL de cDNA (30 ng), 0,25 mM dNTPs, tampdn de reaccion con MgCl, 2,5 mM, 0,5
U de polimerasa (HotMaster Tag™ DNA polimerase, Eppendorf) y 0,5 uM de cada
cebador. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Px2 (Thermo).
Posteriormente los productos de PCR fueron detectados por electroforesis en geles de

agarosa al 0,8-2 % (p/v) en tampon TAE.

19.4. PCR cuantitativa a tiempo real

Con esta técnica es posible cuantificar la cantidad inicial de &cidos nucleicos en una
muestra. Esta cuantificacion se realiza con el valor del incremento de fluorescencia
durante la fase exponencial de la PCR, obtenido de medidas realizadas en cada ciclo de
amplificacion. En la PCR a tiempo real el nimero de copias puede cuantificarse en base
al ciclo umbral (Ct, threshold cycle), que se define como el numero de ciclos al cual la

fluorescencia se incrementa de forma significativa sobre el ruido de fondo.

Para el analisis de los niveles de expresion del gen de la GalLDH, se aislo6 RNA
de frutos de pimiento verde y rojo, asi como de los frutos sometidos a tratamiento con
NO tal y como se especifica en el apartado 18.1. El RNA fue convertido a cDNA

mediante transcripcion inversa.
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La PCR se llevo a cabo en placas de 96 pocillos en un termociclador iCycler
(BioRad). La mezcla de reaccion, en un volumen final de 25 pL, consistié en tamp6n de
reaccion Tris-HCI 20 mM, pH 8,4 y KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, cebadores 200 nM
(Tabla 9), 1U de DNA polimerasa (Platinium® Taq DNA Polimerase, Invitrogen),
dNTPs 0,2 mM (cada uno), 2,5 uL de SYBR Green I (Molecular Probes), diluido
10.000X en DMSO, y 1 pL de cDNA. La mezcla de reaccion se homogeneizd
convenientemente, y se transfirieron alicuotas de 23 pL a cada pocillo de la placa. Para
cada muestra individual, y para cada pareja de cebadores, se prepararon 6 repeticiones
de la reaccion de la PCR. Todo el proceso de manipulacion se llevo a cabo a 4 °C. Se
incluyd un control negativo de la PCR (sin cDNA). El programa para la amplificacion
consistio en 1 ciclo de 3 min a 95°C y de 40 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 95°C,
30 s de hibridacion a 67,2°C y 40 s de extension a 72°C, siendo esta tltima etapa en la
que se midid la fluorescencia. Ademas, para estudiar la curva de Melt, se afiadié un
ciclo de 1 min a 95 °C, otro de 1 min a 70 °C, y 60 ciclos de 10 s a 70°C.

Table 9. Primers used for real time PCR for GalLDH expression in different organs of
pepper plants. GalLDH, galactono-1,4-lactone dehydrogenase; Act, actin.

Primers Sequences

Q-F-GalLDH1P 5"-GTTACTGTACAAGCTGGGATTCGGGTTC-3"

Q-R-GalLDH1P 5'-GGTAACCAGTTCATGCTTATGACTTGCTC-3’

Q-F-Act1PP 5'-CAAACAGGTTTTAAAAGATGGCAGATGAAG-3’

Q-R-Act1PP 5-TCCTTTTGACCCATCCCTACCATAACAC-3’

19.5. Andlisis de datos

Para el andlisis de los datos obtenidos mediante la técnica de PCR a tiempo real se
aplicé el método 22" descrito por Livak and Schmittgen (2001) en el cual se analizan
los cambios de expresion del gen del interés frente a un gen constitutivo o gen control
(actina). Los valores de Ct para los distintos genes se obtuvieron utilizando el programa
iCycler 1Q version 3.0 (Bio-Rad). Para el analisis de expresion relativa se aplicod la

siguiente ecuacion:
AACt= (Ct gen problema- Ct gen constitutivo) py - (Ct gen problema- Ct gen constitutivo) pr

Donde PV se refiere a los valores en pimiento verde y PR a los de pimiento rojo.
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Esta formula se puede aplicar siempre que las eficiencias de la amplificacion del gen
problema y del gen constitutivo sean aproximadamente iguales entre si y proximas a 1.

20.Analisis estadisticos.

En todos los andlisis comparativos entre los valores de los experimentos que se
realizaron durante esta tesis se empleo el programa Statgraphics con el que se aplicaron

los paquetes estadisticos de t-Student y ANOVA.

21.Analisis de imagenes

Para el tratamiento de imagenes, asi como para el andlisis de las mismas, se emple6 el

programa Image-J.
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1.1. INTRODUCCION/ INTRODUCTION

El objetivo perseguido en este capitulo fue la caracterizacion bioquimica y molecular de
los sistemas enzimaticos antioxidantes implicados en la eliminacion de peroxido de
hidrégeno en frutos de pimiento en distintos estados de maduracion (verde y rojo),

fundamentalmente catalasa y peroxidasas.

Los frutos son una fuente importante de nutrientes, vitaminas y minerales
esenciales en la dieta humana (Marti et al. 2009). Debido a sus caracteristicas
fisiologicas, estos presentan un intenso metabolismo que persiste durante todo el
proceso de maduracion y post-cosecha, lo que les hace ser bastante perecederos. No
obstante, esta peculiaridad podria suponer un problema desde el punto de vista
comercial y de transporte si no se aplican buenas practicas ya que pueden repercutir en
la calidad de los frutos (Kumar et al. 2014). Es precisamente el gran interés de las
compaifiias agroalimentarias y la fuerte demanda de los consumidores lo que hace
esencial el estudio y el andlisis de los procesos que tienen lugar en las etapas de
maduracion y post-cosecha de los frutos de interés agronémico (Palma et al. 2011a). El
pimiento es rico en vitaminas C (dcido ascorbico), pro-vitamina A (caroteno) y potasio
(Palma et al. 2016). De hecho, la ingesta de 50-100 gr de fruto en fresco aportarian el
100% y el 60% de las cantidades diarias recomendadas de vitamina C y A,
respectivamente (Howard et al. 2000; Palma et al. 2011b; Mateos et al. 2013). Por
tanto, aumentar el conocimiento que ayude a establecer estrategias para mantener estas
propiedades nutricionales del fruto de pimiento durante la maduracion y en las etapas

post-cosecha ha sido una de las motivaciones de esta Tesis Doctoral.

La maduracion en frutos es un proceso complejo en el cual tienen lugar
diferentes cambios de expresion de genes, bioquimicos y fisiologicos, tales como la
degradacion de clorofilas, los cambios en la pigmentacion, conversion de los azicares o
alteraciones en la turgencia, entre otros. Los cambios asociados a este proceso han sido
estudiados a lo largo de los afos en diversidad de frutos con el fin incrementar la
informacion sobre la maduracion ya que ésta puede estar influenciada por el tipo de
fruto, ya sea climatérico o no-climatérico, aunque no parece guardar relacién con el
grupo taxonomico (Palma et al. 2011a). Debido a la cantidad de cambios metabolicos
que tienen lugar durante la maduracion es necesaria la aplicacion de diferentes técnicas

para evaluar la evolucion natural de este proceso. Por otro lado, se ha observado que los
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frutos se ven sometidos a cambios metabolicos, no solo durante la maduracion, sino
también provocados por estreses medioambientales (frio, altas temperaturas, etc); en los
periodos post-cosecha y también durante el almacenamiento tienen lugar una serie de
reacciones bioquimicas y modificaciones fisiologicas en los tejidos internos que
provocan cambios en la las membranas y las paredes celulares, destacando la pérdida de

turgencia y generando una caida en los valores nutricionales del fruto (Kan et al. 2011).

Por tanto, es imprescindible tener un conocimiento y una vision mas detallada
de la dindmica antioxidante durante las distintas etapas clave como son la maduracioén o
el almacenamiento de los frutos, ya que a lo largo de estos procesos el fruto esta
sometido a un estrés que puede ocasionar un aumento en el nivel de ROS, lo que
conllevaria a un deterioro general en el metabolismo celular debido a la pérdida gradual
de la capacidad de los sistemas antioxidantes de neutralizar el dafio oxidativo (Mondal
et al. 2003; Mondal et al. 2004; Marti et al. 2009; Mondal et al. 2009; Kumar et al.
2014). De hecho, la produccién de ROS durante la maduracion y la post-cosecha juega
un papel esencial en la biosintesis de carotenoides y en la transformacion de
cloroplastos a cromoplastos, entre otros fenomenos (Marti et al. 2009; Palma et al.
2011a). Durante la senescencia o en estados avanzados del desarrollo tiene lugar, a su
vez, un proceso oxidativo en el cual la estructuras celulares asi como algunas enzimas
son degradadas generando todo esto un aumento de la peroxidacion lipidica o de la
oxidacion de proteinas, siendo ésta una de las principales causas en el deterioro de la
calidad de los frutos (Jiménez et al. 2003; Marti et al. 2011). Por todo ello, la funcion de
los sistemas antioxidantes es la de prevenir o compensar el dafio generado por estas

ROS intentando mantener un equilibro oxidativo en las células del fruto.

El H,0; es una de la ROS producidas durante el metabolismo celular. Se sabe
que esta ROS a bajas concentraciones actia como molécula sefial en procesos como el
ciclo celular, crecimiento y desarrollo de la planta, funciones fotosintéticas o en
respuestas frente a estreses abidticos y bidticos (Sofo et al. 2015). Sin embargo, los
desequilibrios en los niveles de esta molécula dan lugar a dafios oxidativos, tanto dentro
como fuera de los peroxisomas donde la capacidad de descomposicidon de esta molécula
esta saturada (del Rio et al. 2006; Hu et al. 2012) afectando de esa manera a la funcion

de otros organulos celulares.
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La catalasa y las peroxidasas son enzimas claves en la eliminacion del perdxido
de hidrégeno cuando esta especie se produce en exceso, o en la regulacion de los
niveles del mismo cuando el H,O; actia como sefal molecular que se usa para trasmitir

informacion entre células y tejidos.

La catalasa es una hemoproteina tetramérica cuya principal funcion es la de
eliminar H,O, y transformarlo en H,O y O,, jugando un papel fundamental no sélo en el
metabolismo y defensa de la planta sino también en la percepcion de sefales
(Scandalios et al. 1997; Hu et al. 2010; Mhamdi et al. 2010; Liu et al. 2015; Nie et al.
2015; Anjum et al. 2016). Esta enzima se localiza en peroxisomas, siendo utilizada
como marcador de estos organulos (Heinze & Gerhardt 2002; del Rio et al. 2006). En
plantas superiores, ha sido descrita en peroxisomas de hojas, de cotiledones, de raices,
glioxisomas y peroxisomas no especializados (Su et al. 2014). Diferentes trabajos han
sugerido que esta enzima también podria encontrarse en mitocondrias (Scandalios 1990;
Heazlewood et al. 2004; Shugaev et al. 2011), aunque los datos presentados a este

respecto no eran totalmente concluyentes.

Las catalasas vegetales presentan similitudes entre niumero de subunidades,
tamafio molecular y tipos de grupo protético. Esta enzima suele presentar 4 subunidades
de un tamafo comprendido entre 55 y 59 kDa y cuya estructura cuaternaria oscila entre
220 y 240 kDa (Corpas et al. 1999; Heinze & Gerhardt 2002; Palma et al. 2013). Los
polipéptidos de la catalasa estdn codificados en el nicleo y son dirigidos de manera

post-traduccional a los peroxisomas (Purdue & Lazarow 2001; Baker & Graham 2013).

En plantas, la catalasa esta codificada por una familia de genes, lo cual indica la
complejidad funcional que tiene esta enzima durante el desarrollo y en respuesta a
distintos estreses (Corpas et al. 2017). Como se ha mencionado anteriormente, el
principal papel de la catalasa es la eliminacion del H,O, que es generado en los
peroxisomas como consecuencia de su propio metabolismo o del peroxido de hidrogeno
que se acumula en ellos, derivados de otros organulos (Halliwell 2007). La reaccion
catalizada por la catalasa es muy rapida aunque presenta baja especificidad con su
sustrato en comparaciéon con otras peroxidasas como la ascorbato peroxidasa. Pero
debido a su abundancia celular, es uno de los principales mecanismos de eliminacion de

H,O, frente a situaciones de estrés asociadas a un aumento de ROS (Palma et al. 2013).
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La presencia de un grupo hemo en esta enzima hace que esta metaloenzima sea
inhibida por cianuro, 4zida o hidroxilamida. Por otro lado, la inhibiciéon causada por
mercaptoetanol y aminotriazol indica la presencia de grupos tiol. Estudios relacionados
con la temperatura 6ptima de reaccion para esta enzima indican una amplia variabilidad
entre especies que oscila desde los 30-35° C en Oryza sativa y Anethum graveolens
(Mitsuda & Yasumatsu 1955; Arabaci 2011), pasando por 15°C en hojas de espinaca,
hasta los 50°C, encontrada en algunas variedades de manzana (Golden delicious). Esta
variabilidad podria estar asociada a las temperaturas Optimas de desarrollo de cada

planta (Anjum et al. 2016).

El niimero y expresion de las diferentes isoenzimas de catalasa cambia durante
el desarrollo de la plantas y bajo diferentes condiciones ambientales (Corpas 2015),

siendo reguladas temporal y espacialmente (Skadsen et al. 1995; Willekens et al. 1997).

La catalasa ha sido objeto de estudio desde varios puntos de vista y en todo tipo
de especies, principalmente debido a su importancia fisioloégica y su papel en el
mantenimiento de los niveles de H,O, tanto en condiciones celulares normales como en
situaciones de estrés. Por ello, se han estudiado las caracteristicas y la modulacion de
esta enzima frente a estreses tanto bidticos como abidticos, como la sequia y la salinidad
(Sofo et al. 2015), contaminacion por metales pesados (Malecka et al. 2001; Sandalio et
al. 2001; Leon et al. 2002; Romero-Puertas et al. 2002; Leterrier et al. 2012) o la
defensa frente a patdogenos. Sin embargo, también se ha estudiado su modulacion en
diferentes etapas del desarrollo, como la senescencia o la maduracidon; asi se ha
comprobado como esa enzima en frutos de pimiento se ve regulada durante el proceso
de maduracién, observandose un descenso en su actividad en frutos maduros (Mateos et
al. 2003). Estudios recientes en nuestro grupo han demostrado como esta enzima esta
sujeta a modificaciones post-traduccionales como la nitracion durante la etapa de
maduracion, que pueden verse revertidos al someter a los frutos de pimiento a
incubaciones en atmosferas enriquecidas con NO (Chaki et al. 2015). Sin embargo,
todavia no se tienen datos suficientes sobre las propiedades moleculares de la catalasa
de frutos de pimiento ni de como se modula o como se afecta la actividad catalasa
durante periodos de almacenamiento prolongados, por lo que son necesarios analisis

que ayuden a dilucidar tales propiedades.
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Las peroxidasas (PODs) (EC; 1.11.1.7), al igual que la catalasa emplean
peroxido de hidrégeno como sustrato aunque su funcion también estd asociada a la
oxidacion de compuestos de dificil metabolizacion y que, tras ser oxidados, pueden ser
utiles para el organismo. Estas enzimas son glicoproteinas que se encuentran
distribuidas en la mayoria de las plantas. Presentan diferentes formas isoenzimaticas
con diferentes masas moleculares, puntos isoeléctricos, pH y temperatura Optima,

especificidad del sustrato y estabilidad térmica (Saraiva et al. 2010).

Generalmente las plantas poseen dos tipos de hemoperoxidasas; las peroxidasas
de clase I que son intracelulares, y las peroxidasas de clase III que son secretadas en la
pared celular o en la vacuola. Las peroxidasas de clase III catalizan la reduccion de
H,0, usando electrones cedidos de diferentes moléculas. Estan involucradas en
diferentes funciones fisiologicas como la formacion de la pared celular, defensa frente a
estreses bidticos y abidticos, catabolismo de las auxinas y biosintesis de metabolitos
secundarios (De Gara 2004; Mittler et al. 2004; Cheeseman 2007; Cosio & Dunand
2009; Csiszar et al. 2012). En trabajos como ¢l de De Gara (2004) se muestra como los
niveles de otros antioxidantes celulares como el ascorbato pueden afectar a las
reacciones llevadas a cabo por las PODs, y se observa como ambos antioxidantes estan
involucrados en procesos fisioldgicos como la eliminacion de ROS durante la
fotosintesis, elongacion celular e incluso en mecanismos de muerte celular programada

(PCD).

Las peroxidasasas pertenecen a una larga familia multigénica. Por ejemplo en
Arabidopsis thaliana se encuentran 73 miembros, en Eucaliptus grandis 181 y en Oryza
sativa 138 (Fawal et al. 2013). Son consideradas enzimas bifuncionales ya que oxidan
diferentes sustratos en presencia de H,O, pero también son capaces de producir ROS
(Passardi et al. 2004). Una de las caracteristicas de las peroxidasas es que estan
asociadas con procesos de elongacion celular, pero a su vez también estan involucradas
en reacciones que restringen el crecimiento. Durante el crecimiento de la planta, la
expansion celular estd asociada a procesos de rigidez y ablandamiento de la pared
celular (Francoz et al. 2015). El balance entre esos dos procesos puede ser regulado por

la actividad de peroxidasas del tipo III (CIII Prxs) (Fig. 1.1).
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Figure 1.1. Activity of peroxidases. CIII Prxs are capable of generating ROS such as -OH and
HOQO-, but they can also regulate the levels of H,O,. Therefore, they play an important role in
cellular growth by controlling the balance between cell wall looseling and the novo cell wall
synthesis. H/PRPs: Hydroxyproline/Proline-Rich Proteins. Model from Francoz et al. (2015).

En este trabajo se ha llevado a cabo un andlisis bioquimico y molecular de
enzimas que metabolizan el perdxido de hidrogeno como la catalasa y peroxidasas en
los frutos de pimiento. Se han estudiado parametros de estrés oxidativo como la
peroxidacion lipidica y se cuantificaron los niveles de clorofilas y carotenos. Para ello
se utilizaron extractos crudos de fruto de pimiento verde y rojo. Para algunos de los
analisis realizados se trabajé con extractos de pimiento tratados en una atmosfera
enriquecida con NO y posteriormente sometidos a diferentes condiciones de

almacenamiento.

1.2. RESULTADOS/ RESULTS

Antes de proceder al estudio de catalasa y peroxidasas durante la maduracion de los
frutos de pimiento, se realizaron algunos ensayos para conocer el estado fisioldgico de
los mismos. En concreto, empleando el cultivar Vergasa, que es del tipo de pimiento

California que vira a rojo en la maduracion, se analizaron los pigmentos fotosintéticos
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clorofila y carotenoides, asi como los niveles de peroxidacion lipidica en los diferentes

estadios de maduracion.

1.2.1. Clorofilas y carotenoides

La determinacion de las clorofilas y carotenoides totales se llevd a cabo en pimientos
verdes, envero y rojos. Los resultados muestran coémo durante el proceso de maduracion
existen cambios significativos a nivel de clorofilas, observandose los mayores niveles
en el pimiento verde y una reduccion considerable en frutos envero, hasta casi hacerse
inapreciable en los frutos rojos (Figura 1.2.a). Sin embargo, el comportamiento de los
carotenoides es el opuesto, pues a medida que el pimiento se encuentra en su estado mas
maduro (rojo) el nivel de carotenoides aumenta significativamente tal y como se
muestra en la grafica (Fig. 1.2a). El espectro de absorbancia de extractos de pimientos
mostrd un patrdn tipico de tejidos vegetales verdes en los frutos verdes, con picos de
absorcion en la zona de los 430-470 nm, propia de carotenoides, y otro maximo
alrededor de 670 nm, correspondiente a las clorofilas (Fig. 1.2b). Dicho pico estaba
ausente en los frutos rojos, que si mostraban maximos en las zonas mas bajas del

espectro, caracteristico de tejidos vegetales rojos o naranjas.
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Figure 1.2. (a) Contents of total chlorophylls (green colour) and carotenoids (red colour) in
pepper fruits at three different ripening stages. (b) Absorption spectra of pepper fruits.
Line green corresponds to green fruits and line red to red fruits.

101



Capitulo 1/ Chapter 1

1.2.2. Peroxidacion lipidica

Una de las caracteristicas de estados avanzados del desarrollo y la maduracion de frutos
es el aumento en los niveles de peroxidos lipidicos, consecuencia de los desequilibrios
oxidativos que ocurren en el metabolismo. Para comprobar de manera rapida y sencilla
el estado oxidativo de los frutos durante la maduracion, se analizd la peroxidacion
lipidica en extractos de pimiento verde y rojo. Tal y como se observa, la peroxidacion
lipidica aumentd en pimientos rojos respecto a los pimientos verdes, encontrandose una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos pimientos (p<0,05) (Fig. 1.3).

=)
M

nmol MDA .mg! protein
w

Green Red

Figure 1.3. Lipid peroxidation of pepper fruits at two ripening stages (Green and Red).
Lipid peroxidation was measured as nmol MDA per mg protein. Data are means + SEM of at
least three different independent experiments. * Differences between values were significant at
p<0.05 according to t-Student test.

1.2.3. Catalasa de frutos de pimiento
% Actividad total e isoenzimatica

La actividad especifica de la catalasa fue medida en frutos tipo California verde y rojo
de la variedad Vergasa. Tal y como se observa en la Figura 1.4, la actividad catalasa
sufre un ligero descenso de un 24% a lo largo de la maduracion, con diferencias

significativas (p<0,05) entre los dos estadios analizados.
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El anélisis de la actividad catalasa isoenzimatica se llevé a cabo en geles nativos
al 6% de acrilamiada, tanto en frutos verdes como rojos. Dicho ensayo mostrd la
existencia de una unica isoforma en ambos tipos de frutos, tal y como se aprecia en la
Figura 1.5a. Al comparar ambas muestras de pimiento en los geles, se observd una
mayor intensidad en la banda correspondiente a los frutos verdes en relacion a la
actividad detectada en rojos. Con el fin de corroborar dichos resultados, se llevo a cabo
el analisis de las bandas de actividad con el analizador de imagen Image J. Dichos
analisis muestran de nuevo una disminucion de intensidad en el fruto de pimiento rojo
frente al pimiento verde, siendo esta de aproximadamente un 20 %, dato similar al

obtenido espectrofotométricamente.

En el analisis de la expresion proteica de la catalasa realizado por western blot
mostr6 la misma tendencia (Fig. 1.5b). Este ensayo se llevo a cabo con geles de EGPA-
SDS (4-20% de acrilamida) preparados de BioRad. Las incubaciones se realizaron con
un anticuerpo especifico frente a catalasa de Arabidopsis (Agrisera) a una dilucion
1:5000. Tras el revelado por quimioluminiscencia se detectd una unica banda
inmunoreactiva de 55 kDa (Fig. 1.5b). La banda era més intensa en los frutos verdes y
apenas detectable en los rojos, siguiendo por tanto el mismo comportamiento al

observado cuando se determind actividad catalasa.
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(@)  CATALASE (b)
activity
SDS-PAGE
(4-20%)
GF RF
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Figure 1.5. Isoenzymatic activity and protein expression of catalase in pepper fruits. (a)
Catalase activity was detected in gels (6% acrylamide) after native EGPA and specific staining.
(b) Western blotting using an antibody against catalase (1:5000 dilution). Proteins (30 ug) were
separated in precast gels (4-20%) and transferred onto a PVDF membrane. GF, green fruit; RF,
red fruit.

% Modulacion de la actividad catalasa por perdxido de hidroégeno
(H,0O,) en frutos de pimiento

Con objeto de investigar el efecto del H,O, sobre la actividad catalasa en frutos de
pimientos durante la maduracion se llevaron a cabo diversos analisis in vitro. Para ello,
se incubaron extractos frescos de frutos verdes con concentraciones crecientes de H,O,
(0-50 mM) durante 30 min a 25°C en oscuridad y agitacion, y se analiz6 la actividad
total de la enzima, asi como su perfil isoenzimatico por EGPA nativa y su expresion

proteica por western blot.

La medida de la actividad enzimatica total (Fig 1.6) mostr6é una disminucién de
la misma conforme aumentaba la concentracion de H,O,. Esta disminucion se aprecid
de forma muy significativa (ANOVA, p<0,05) a concentraciones elevadas (20-50 mM)
donde la inhibicion era casi del 40%. No obstante, se observd cémo ya a partir de
concentraciones de 5 mM la actividad sufria una reduccion que era significativa,

tendiendo a estabilizarse a concentraciones superiores a ésta (Fig. 1.6).
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También se analizd la actividad catalasa mediante geles nativos al 6% de
poliacrilamida donde se aprecié una ligera disminuciéon de la actividad catalasa a
concentraciones altas de peroxido de hidrégeno (Fig.1.7), si bien lo mas llamativo fue el
cambio en la movilidad de la enzima que era mayor en los tratamientos a partir de 20
mM. Los resultados de la tincion de catalasa en geles se analizaron con el procesador de
imagenes Image J (Fig. 1.7 b, d), con el que se confirm6 una disminucion del 21% para
concentraciones de 20-50 mM de H,O,, si bien dicha disminucién no era significativa

en base al andlisis de varianza aplicado en los resultados obtenidos.

Catalase Activity (GF)

Figure 1.7. Catalase activity in native gels of
pepper samples subjected to different H,0,
concentrations.  Specific  catalase  activity
staining was achieved in 6% acrylamide gels
after native PAGE. Pepper fruit samples (20 pg)
were treated with H,O, (0-50 mM) for 30 min,
and then loaded onto gels.
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% Estabilidad de la catalasa de frutos de pimiento en funcion del
tiempo

Con el objetivo de determinar la estabilidad de la enzima a lo largo del tiempo en frutos
de pimiento se realizaron varios ensayos in Vitro. Se prepararon extractos de pimiento
verde, siguiendo el procedimiento descrito en Material y Métodos 4.1, a 4°C. Los
extractos se incubaron a 4°C y durante el ensayo se tomaron alicuotas a distintos
tiempos: 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas. Posteriormente las muestras se almacenaron a -80°C
para su posterior andlisis con el fin de evitar diferencias debido a la casuistica de la
manipulacion de muestras y soluciones de sustratos entre medidas. Se siguio el

siguiente disefio experimental (Fig. 1.8):

',‘
v Sampling times
ﬁ (0,3,6,24,48and 72 h)

GF extracts
(4°C)

Figure 1.8. Experimental design for analysis of catalase activity in pepper fruits. Crude
extracts from green pepper (GF, green fruits) were prepared. Afterward crude extracts were kept
at 4°C, and then different aliquots were collected at different times (0, 3, 6, 24, 48 and 72 h).
The all of them were preserved at -80°C, previous to analysis of enzyme activity.

Se analiz6 la actividad especifica en frutos verdes a los tiempos indicados
anteriormente. Como se observa en la Fig. 1.9, la actividad no sufri6 cambios
significativos a lo largo del tiempo segun se determind mediante la aplicacion del

analisis de varianza (ANOVA, p>0,05).
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La actividad catalasa se analiz6 también en geles nativos al 6 % de
poliacrilamida en las muestras de pimiento verde, incubadas a 4°C durante 0-72 h y se
realizaron los western blot correspondientes empleando ¢l anticuerpo referido
anteriormente (Fig. 1.10). Se observd que tanto en los geles de actividad como en los de
transferencia de western la actividad y expresion proteica de la catalasa no sufrian
cambios significativos con el tiempo. Estos resultados mostraban un paralelismo con los

obtenidos anteriormente en los ensayos espectrofotométricos.

(a) Catalase Activity (GF) (b) Anti-CAT (GF)

C 3 6 24 48 72 C 3 6 24 A8 72

Hours Hours

Figure 1.10. Assay of catalase isoenzymatic activity and protein expression as a function of
time in pepper fruit. Previous to electrophoresis, samples were incubated at 4°C for 0-72 h as
indicated in the text. Native electrophoresis in 6% acrylamide gels was performed for these
assays. @) Gel of green pepper fruit samples (20 pg protein) stained for catalase activity. (b)
Western blot of pepper fruit samples (20 pg protein) probed with an antibody against catalase
(1:5000 dilution).
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% Modulacién de la actividad catalasa en frutos de pimiento en
presencia de donadores de NO y agentes reductores.

Para profundizar en la regulacion post-traduccional de la catalasa de fruto de pimiento,
se llevaron a cabo analisis in-vitro de la actividad de la enzima en presencia de
compuestos que, por su naturaleza moduladora, podrian actuar sobre la actividad de la
misma. Para ello, se emplearon extractos de pimiento verde, que fueron incubados con
diferentes donadores de NO como el nitrosoglutation (GSNO) y el DeaNONOato, un
donador de peroxinitrito como el SIN-1, y agentes reductores, como el DTT y el
glutation reducido (GSH). Se realizaron incubaciones de 45 minutos a 25 °C en
oscuridad y con agitacion, a las siguientes concentraciones: SIN-1, 2 mM; GSNO, 2

mM; DeaNONOato, 2 mM; GSH, 2 mM; y DTT, 5 mM.

La figura 1.11 muestra la inhibicion de la actividad catalasa por los diferentes
moduladores empleados. Se destaca el efecto ejercido por los donadores de especies de
nitrégeno reactivo (RNS), tanto de o6xido nitrico (GSNO y DeaNONOato), que
provocaron una disminucion de la actividad del 27,5% y 71,5%, respectivamente, como
del SIN-1, que genera una disminucion del 45,2%. En todos los casos, tanto de
donadores de RNS como de reductores, la actividad catalasa disminuia de una forma

estadisticamente significativa (t-Student, p<0,05).

100 -

<
S
= 80
ko R B
= *
:TE 60 *
E *
L 40 4
o]
= «
= 20 -
=
=
1] T T T
& > ~°- o > &
& & il < 3 &
5 > & & ¢ N
3
QQ

Figure 1.11. Effect of different modulating agents on catalase activity from pepper fruits.
Crude extracts from green fruits were incubated for 45 min in the absence/presence of 2 mM
SIN-1, 2 mM GSNO, 2 mM DeaNONOate, 2 mM GSH, and 5 mM DTT, and then catalase
activity was determined. Asterisks (*) denote significant differences of treatments with respect
to control conditions in the absence of agents (Student t-test, p<0.05).
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Con los resultados obtenidos se estableci6 un ranking del grado de inhibicion de
la actividad que, expresdndolo de menor a mayor, quedaria segun se indica a

continuacion:

GSH <DTT < GSNO < SIN-1 < DeaNONOato.

»
»

- grado de inhibicion  +

Dado el significado fisiologico del GSH y del GSNO en células vegetales, se
llevé a cabo un estudio empleando un gradiente de concentraciones de ambos
compuestos con el fin de conocer mejor el rango de inhibicion sobre la actividad
catalasa. Los resultados de los ensayos in vitro realizados sobre extractos de pimiento
verde con concentraciones crecientes de GSH y GSNO mostraron como la actividad
catalasa disminuia a medida que se incrementaba la concentraciones de ambos agentes
(Fig. 1.12). En los ensayos realizados con GSH se apreciaba coémo, a las
concentraciones mas bajas, la actividad no sufria cambios significativos, o aquellos que
se producian no eran relevantes; sin embargo cuando se incrementaban estas
concentraciones (4-6 mM) la actividad se veia fuertemente afectada mostrando una
diferencia significativa (p<0,05), con un descenso de casi un 30% para la concentracion

4 mM y de un 60% para GSH 6 mM, con respecto al control (0 mM).

Figure 1.12. Effect of reduced
glutathione (GSH) and
nitrosoglutathione (GSNO) on
the catalase activity from green
pepper fruits. Crude extracts of
green pepper were treated with
different GSNO and GSH
concentrations (0-6 mM) for 45
min (25°C, darkness). Afterwards
the activity was determined
spectrophotometrically.  Statistic
analysis was performed in green
and red fruits independently.
Columns with distinct letters
above (plain in green fruits and
bold in red fruits) were
statistically different (ANOVA,
p>0.05).
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Por otro lado, los ensayos realizados con GSNO mostraban un descenso
significativo de la actividad para todas las concentraciones, siendo el mas acusado el
producido a concentraciones altas de 4-6 mM, donde se producia un descenso de la
actividad de aproximadamente un 30 y un 40 %, respectivamente con respecto a las
condiciones control (0,0 mM); en estos ensayos todas las diferencias fueron

significativas respecto al control (p<0,05) segtn el analisis de varianza (ANOVA).

% Caracterizacion molecular de la catalasa de frutos de pimiento

Se determind el tamafio molecular nativo de la enzima en frutos de pimiento
verdes y rojos del tipo California, siguiendo el método de Hedrick and Smith (1968). Se
realizaron diversas electroforesis en condiciones nativas y empleando diferentes
concentraciones de poliacrilamida (5, 6, y 7%) (Fig. 1.13). Una vez transcurrida las
electroforesis, se tifieron los geles para la actividad catalasa, segin se indico
anteriormente, y se analiz6 la movilidad de las bandas (R¢) en las muestras de pimiento
para cada una de las concentraciones de acrilamida. Esta movilidad se comparé con la
de proteinas patron de masa molecular conocida, cuyos geles en las distintas
concentraciones de acrilamida se tifieron con azul Coomassie, segin el protocolo

descrito en el apartado de Material y métodos.

Se determind el Rf de cada una de las proteinas detectadas en los geles de
acrilamida, tanto de las bandas de actividad catalasa como de los patrones tefiiddos con

azul Coomassie, segun la formula:

distancia de migracion de la proteina

“distancia de migracion del frente electroforetico

Se representaron los valores correspondientes al algoritmo 100 x log (R¢x 100)
frente a los porcentajes de acrilamida de los geles (Fig. 1.14a; Grafica A).
Posteriormente, se realizd una grafica final en la cual se representaron en el eje de
ordenadas las pendientes obtenidas anteriormente frente a los tamafios moleculares
conocidos de las proteinas estandar, que en nuestro caso fueron las distintas formas
oligoméricas de la albumina de suero bovino (mondémero, dimero, trimero y tetrdmero)

(Fig. 1.14b; Grafica B).
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En la grafica obtenida se interpold la pendiente calculada para la catalasa de

pimiento en la Grafica A, de manera que se estim6 que el tamafio molecular de dicha

proteina era de alrededor de 135

1.14b).

kDa, tanto en los frutos verdes como en los rojos (Fig.

Native-PAGE

5%

BSA CAT GF RF CAT

6%

Bovine
catalase

GF RF CAT

GF RF CAT BSA CAT

BSA CAT

Figure 1.13. Non-denaturing electrophoresis of pepper catalase at different acrylamide
concentration. For each acrylamide concentration, Coomassie stain of standars proteins (left)
and catalase activity (right) are displayed; BSA, Bovine serum albumin TT ,Tetramere; T,
Trimer; D, Dimer; M, Monomer; CAT, commercial catalase from bovine liver; GF, green fruit;

RF, red fruit.
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Figure 1.14 Estimation of the native molecular weight of catalase from pepper fruits by
the Hedrick and Smith method. (a) Graph A, Slopes obtained of pepper catalase and

oligomeric BSA molecular forms

at different acrylamide concentrations (5-7%) after native

PAGE. (b) Graph B, Molecular weight of Green and Red pepper catalase according to Hedrick

and Smith method.
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Teniendo en cuenta que éste seria un tamafo anémalo para una catalasa, segin
lo descrito en la bibliografia, pues esta proteina suele ser tetramérica con 220-240 kDa
(Palma et al. 2013), se siguié un método alternativo para la determinacion de la masa
molecular nativa de la proteina de pimiento. Se emple6 la técnica cromatografica de
filtracion molecular mediante un equipo de FPLC y utilizando proteinas patron de masa
molecular conocida. En la Figura 1.15 se muestra el perfil de elucion de extractos de
frutos de pimiento concentrados a través de una columna Superose 12. En las fracciones
recogidas se midid la absorbancia a 280 nm para conocer la distribucion de las proteinas
a lo largo de la cromatografia (Fig. 1.15a), y la actividad catalasa (Fig. 1.15b). La
determinacion de la actividad de esta enzima mostré un maximo a los 12-13 mL de
elucion correspondientes, fundamentalmente, a las fracciones 24-25. Asimismo, se
analizaron las fracciones eluidas de la cromatorafia por EGPA-SDS y el patron de
polipéptidos se muestra en la Fig. 1.15c. De igual manera, se llevd a cabo una
transferencia de western en las fracciones 21-27, empleandose el anticuerpo frente a
catalasa. Como se aprecia en la Figura 1.15d, el anticuerpo reconocia a una banda de

unos 55 kDa sOlamente en las fracciones 24-25.
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Figure 1.15. Gel filtration and electrophoretic analysis of concentrated crude extracts
from pepper fruits. Green fruits were concentrated with ammonium sulphate (see Materials
and methods) and then eluted through a Superose 12 column using an FPLC system. In the
eluted fractions, the absorbance at 280 nm was measured (a), as well as the catalase activity (b).
Eluted fractions F21-F27 were separated by SDS-PAGE (20 uL/well) and gel stained with
silver nitrate (c). Fractions F21-F27 were also analyzed by Western blotting using an antibody
against catalase (dilution 1:1000). In electrophoresis and western blotting images, molecular
weight markers are indicated on the left.
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Se empled el perfil cromatografico de la catalasa de frutos de pimiento para
deteminar la masa molecular nativa de la enzima. Asi, la columna de Superose 12 se
calibré con una serie de proteinas comerciales de peso molecular conocido (Rubisco,
ferritina, aldolasa, fosforilasa b y mioglobina). Representando el logaritmo de la masa
molecular nativa de cada uno de estos patrones frente a su volumen de elucion se
obtuvo una pendiente en la que, interpolando el volumen de elucién de las fracciones en

las que se detect6 actividad catalasa, se obtuvo un valor medio de 125 kDa (Fig. 1.16).

6,0
Figure 1.16 Determination of the 55
native molecular mass of catalase Pepper CATALASE
from pepper fruits by gel filtration 3 / (125.0000a)
chromatography. The analysis was &
performed with a Superose 12 column & cal %

using an FPLC system and calibrated
with the molecular mass standard
proteins Rubisco, ferritin, aldolase, 45 -
phosphorylase b and myoglobin.

1,0 T T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16
Volumen (ml)

1— Rubisco: 560,000 Da

2 — Ferritin: 450,000 Da

3— Aldolase: 160,000 Da

4— Phosphorylase b: 97,600
5— Myoglobin: 17,800 Da

Finalmente, se determind el punto isoeléctrico de la enzima mediante la técnica
del isoelectroenfoque (IEF) en geles verticales. El andlisis realizado en extractos de
pimiento verde por IEF seguido del andlisis de actividad en geles nativos revelo la
presencia de una sola isoforma (Fig. 1.17) con un punto isoeléctrico de 7,4, diferente al

valor obtenido en la catalasa de higado bovino.
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Figure 1.17. Determinaton of pl of catalase
from pepper fruit by IEF. Lanes: 1, pl markers
stained with Coomassie blue; 2, Catalase from

7,4  bovine liver (Sigma); 3, catalase from green
pepper fruits. Lanes 2 and 3 were stained for
catalase activity with the DAB method.

1.2.4. Peroxidasas (POD)
% Guayacol peroxidasa

En esta Tesis Doctoral se estudié también el comportamiento de las peroxidasas,
enzimas relevantes en el metabolismo del H>O,. En primer lugar se midio la actividad
guayacol peroxidasa tanto en frutos de pimiento verde como en frutos rojos (Fig. 1.18),
observandose una mayor actividad en los frutos verdes, con diferencias significativas

entre ellos de un 10% (p<0,05)

300 -

200 A *

100 A

nmol guaiacol
min'- mg!protein

GF RF

Figure 1.18. Guaiacol peroxidase in pepper fruits at two different ripening stages. GF,
green fruit. RF, red fruit. Values are means + SEM of three different experiments.
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« Actividad isoenzimatica

El analisis isoenzimatico de la actividad de peroxidasa mediante EGPA nativa en frutos
verdes y rojos mostré la existencia de 3 isoenzimas, que se designaron POD I, POD 11,
POD III en base a su mayor movilidad electroforética (Fig. 1.19a). Se observd un
cambio de intensidad en todas las bandas al comparar ambos tipos de pimientos.
Mientras que en la banda correspondiente a POD I se observd una disminucion de
intensidad en el fruto rojo respecto al verde, en POD II y POD III el efecto fue al
contrario, detectindose un aumento de intensidad significativo de ambas bandas en
frutos rojos con respecto a los frutos verdes (Fig. 1.19a). El andlisis densitométrico
mediante el procesador de imagen Image J corroboro la tendencia que se observaba en

los geles (Fig. 1.19b).

(a) Peroxidase Activity (b) Band quantification

POD

I 25000 -
20000 -
POD 15000

10000 A

Arbitrary Units

POD 5000 -

PODI PODII POD III

GF RF

Figure 1.19. Peroxidase isozymes in pepper fruits after non-denaturing PAGE (a)
Peroxidase activity staining. Samples (20 pug of protein) were subjected to electrophoresis on
native gels (8%). Peroxidase isoenzymes obtained POD I, POD II, POD III are labelled on the
right. (b) Quantification of peroxidase bands stained in gels (1.19a) by the analyser ImageJ. GF,
green fruits; RF, red fruits.

% Efecto del NO exdgeno sobre la actividad peroxidasa

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se comprobd que la catalasa de
pimiento era susceptible de sufrir nitracion durante la maduracion de los frutos, y que

dicho comportamiento podria ser modulado por el tratamiento de los mismos con NO
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(Chaki et al. 2015). Continuando con dicha investigacion, y con el fin de determinar el
papel del NO aplicado de forma exdgena en el comportamiento de diferentes
antioxidantes, se llevd a cabo la incubacion de los frutos con 5 ppm de NO durante 1
hora y, posteriormente, se almacenaron durante 1-2 semanas a 6°C o a temperatura
ambiente. En la Figura 1.20 se muestra el disefio experimental que se aplico para este

estudio y que estaba basado en el descrito por Chaki y colaboradores (2015).

1 hour, 5 ppm NO Without treatment

6°C/RT (1-2 week)

Figure 1.20. Effect of exogenous NO gas on the ripening of pepper fruits. NO (5 ppm) was
either applied or not to fruits at a breaking point stage for 1 h. Then, peppers were incubated at
either room temperature or 6°C for 1-2 weeks.

Se analizé la actividad peroxidasa en aquellos pimientos que habian sido
tratados en una atmosfera enriquecida con NO y se observo como el patron y la
intensidad de las bandas variaba en funcion del tratamiento. Tal y como se observa en la
Figura 1.21, la POD I sufria un aumento a la semana post-tratamiento, tanto en
pimientos almacenados a 6°C como en los almacenados a temperatura ambiente; sin
embargo, en la segunda semana, la POD I disminuia respecto al control en ambos casos.
La POD II es la isoenzima que mostraba mayor actividad en todos los casos, viéndose
afectada en la primera semana en aquellos pimientos que se manutuvieron a 6°C y en la

segunda semana en los almacenados a RT, situaciones en las que se observo un ligero
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descenso de esta actividad isoenzimatica. Tanto en la segunda semana para los
pimientos a 6°C como en la primera para los de RT la POD II aumentaba. La POD III
presentaba practicamente el mismo comportamiento que la POD II en las situaciones

analizadas (Fig. 1.21).

PODI

<€ PODII

<= PODIII

C 1wk 2wk 1wk 2wk

6°C RT
NO

Figure 1.21 Peroxidase isozymes in pepper fruits treated with NO. Fruits were treated with
5 ppm NO for 1 h and then stored at 6°C or RT for 1-2 weeks. Proteins (20 pug per lane) were
separated by native-PAGE (8%) and then stained for peroxidase activity. A representative out of
three different experiments is shown. C, control; RT, room temperature.

1.3 DISCUSION/ DISCUSSION

La maduracién es la fase final del desarrollo del fruto, y supone profundos cambios
metabolicos en la bioquimica, la fisiologia y la expresion de genes del fruto, como la
degradacion de clorofila y la biosintesis de pigmentos (carotenoides), entre otros
(Howard et al. 2000; Palma et al. 2011a; Mateos et al. 2013; Palma et al. 2015). En los
frutos de pimiento los pigmentos mayoritarios asociados a organulos como los
cloroplastos (clorofilas) disminuyen o desaparecen, incrementandose la sintesis de los
pigmentos propios de los cromoplastos (carotenoides). Por otro lado, se ha determinado
como el nivel de sintesis de pigmentos como los carotenoides va asociado a cada

variedad de pimiento (Minguez-Mosquera & Hornero-Méndez 1994).

Los carotenoides no solo juegan un papel esencial a nivel celular como
protectores frente al dafio oxidativo, sino que presentan una gran importancia desde el

punto de vista fisiologico (atrayentes de polinizadores) y desde un punto de vista
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antropologico en la nutricion y salud, ya que ademas de ser precursores de la vitamina
A, protegen a las células ejerciendo de antioxidantes y por tanto ayudan a prevenir
enfermedades degenerativas (Marin et al. 2004; Gémez-Garcia & Ochoa-Alejo 2013).
En este trabajo se corrobora la disminucion global de las clorofilas frente al aumento de
carotenoides durante la maduracion de los frutos y su conversion de verdes en rojos.
Dichos resultados presentaban la misma tendencia que los obtenidos en trabajos
anteriores realizados en distintas variedades de frutos de pimiento durante el proceso de
maduracion (Minguez-Mosquera & Hornero-Méndez 1994; Hornero-Méndez et al.
2000; Hornero-Méndez & Minguez-Mosquera 2000; Marin et al. 2004; Gomez-Garcia
& Ochoa-Alejo 2013). En todos ellos se observd una disminucion en el nivel de

clorofilas hasta su practica desaparicion, acompaiiado de aumento de carotenoides.

Otro de los cambios que tiene lugar durante la maduracion es el aumento de
radicales superdxido (O,") e hidroperoxidos que conllevan a un incremento de la
peroxidacion lipidica (Marti et al. 2009) que va acompafiado del deterioro en las
membranas celulares. De hecho, los pimientos maduros presentan un tasa de
peroxidacion lipidica superior a la de los pimientos verdes tal y como se ha observado
en este trabajo. El mismo comportamiento se ha descrito en trabajos realizados en
melocoton (Huan et al. 2016), tomate (Jiménez et al. 2002) o en aguacate, donde se
determind que la peroxidacion lipidica era uno de los primeros procesos tienen lugar
durante la maduracion (Meir et al. 1991). La peroxidacion lipidica da lugar a moléculas
que pueden reaccionar o dafiar a proteinas o al ADN. Por ello este pardmetro ha sido
utilizado para evaluar la integridad de las membranas y como indicador de estrés
oxidativo. Asi, en un estudio genérico que agrupaba distintos tipos de estrés aplicados a
cultivos celulares, se observd como el nivel de peroxidacion lipidica se veia
incrementado o modificado de forma significativa tras la aplicacion de los respectivos
estreses (Sharma et al. 2012). Procesos fisiologicos degenerativos como es la
senescencia van asociados en plantas a un incremento de los productos de peroxidacion
lipidica como el malondialdehido (MDA) y a un desequilibrio entre la generacion de
especies de oxigeno reactivo y los sistemas antioxidantes (Kanazawa et al. 2000; Palma
et al. 2006; Kumar et al. 2014; Corpas et al. 2017). Teniendo en cuenta que la
maduracion de los frutos puede ser considerado un proceso de senescencia que conlleva
cambios importantes a nivel fisiologico y metabodlico (Palma et al. 2011b), en este

trabajo se ha pretendido analizar y caracterizar diferentes antioxidantes durante la
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maduracion del fruto de pimiento. En concreto, en este capitulo se hace un estudio de
las enzimas que descomponen el H,O,, catalasa y peroxidasas, analizando su funcion
potencial durante la maduracion de los frutos de pimiento y, en el caso de la catalasa,
caracterizando la enzima, habida cuenta de su relevante papel en la fisiologia del fruto,

segun se ha apuntado anteriormente (Chaki et al. 2015; Palma et al. 2015)

La catalasa es una de las principales proteinas peroxisomales relacionadas con la
eliminacion de peroxido de hidrégeno a nivel celular, tanto en condiciones normales
como en condiciones de estrés oxidativo, con el fin de evitar dafios celulares y mantener
las concentraciones de perdxido de hidrégeno en un nivel adecuado para el desarrollo y
crecimiento normal de la planta (Palma et al. 2013; Anjum et al. 2016). A pesar de no
presentar una fuerte afinidad por el H,O,, al contrario que la ascorbato peroxidasa
(APX), la catalasa actua de forma eficiente a altas concentraciones de perdxido de
hidrogeno. En trabajos realizados en nuestro laboratorio sobre el perfil de la catalasa en
peroxisomas de frutos de pimiento verdes y rojos, se observd que la actividad era
inferior en frutos maduros (Mateos et al. 2003), y que era una de las proteinas nitradas
mas abundantes durante la maduracion. (Chaki et al. 2015; Alvarez de Morales 2016).
Los datos mostrados en este capitulo ratifican estos resultados, mostrando como la
actividad catalasa disminuia durante la maduracion, evidenciando un menor contenido

de esta enzima y por lo tanto una menor capacidad de eliminar H,O,.

Mientras que en células animales existe s6lo una isoforma de catalasa codificada
por un solo gen, la catalasa de plantas suelen presentar multiples isoformas codificadas
por una pequefia familia de genes y por ello el numero y expresion de las diferentes
isoformas cambia durante el desarrollo de la planta y bajo diferentes condiciones
ambientales (Corpas et al. 2017). Ejemplo de ello lo encontramos en cotiledones de
plantas oleaginosas como el girasol (Helianthus annuus) donde aparecen 8 isoenzimas
de catalasa durante la transicion de glioxisomas a peroxisomas de hojas (Kunce &
Trelease 1986; Eising et al. 1990), o en algodon donde aparecen 5 isoenzimas
(Gossypium hirsutum) (Ni et al. 1990; Ni & Trelease 1991). Por otro lado, en
Arabidopsis thaliana se han descrito al menos 6 isoformas codificadas por tres genes
(CAT1, CAT2 y CAT3) (Corpas 2015). El analisis de peroxisomas de hojas de guisante
mostrd la existencia de cinco isoformas de catalasa diferenciadas en base a su distinta
movilidad en geles de isoelectroenfoque (Corpas et al. 1999). Diferentes estudios sobre

el perfil isoenzimdtico de la catalasa han mostrado como durante la maduracion de
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frutos como la ciruela india (Ziziphus mauritiana Lamk.) pueden inducirse nuevas
isoformas de catalasa; de hecho, se observé como durante este proceso fisiologico se
inducen hasta 2 isoformas en los citados frutos (Kumar et al. 2014). Nuestros resultados
por EGPA nativa mostraron que en frutos de pimiento s6lo se detecta una tUnica
isoenzima, tanto en frutos verdes como en rojos, siendo dichos resultados confirmados
por el andlisis isoenzimdtico mediante la técnica de isoelectroenfoque. Esta técnica
aporto, ademas, que dicha isoenzima tiene un punto isoeléctrico de 7,4, superior al

observado en otras catalasas vegetales (Mullen & Gifford 1993; Corpas et al. 1999).

Se ha descrito que el tamafio molecular nativo de la catalasa en plantas
superiores oscila entre 220-240 kDa y que la proteina estd formada por cuatro
subunidades iguales cuya masa molecular media tiene alrededor de 55 kDa, aunque este
valor puede variar en funcion del tipo de especie de 50-57 kDa (Mhamdi et al. 2012).
En guisante (Pisum sativum L.), a partir de la enzima purificada de las hojas, se
determiné un tamafio de 57 kDa para la subunidad (Corpas et al. 1999), que coincidia
con ¢l tamafio obtenido también en la aceituna (Olea europea L.) (Lopez-Huertas & del
Rio 2014) donde se detectdé una banda inmunoreactiva de 57 kDa en ensayos de
transferencia de western. En los frutos de pimiento el tamafio detectado durante este
trabajo fue de aproximadamente 55 kDa, coincidiendo con los valores descritos en
trabajos anteriores realizados en este grupo (Chaki et al. 2015). No obstante, a lo largo
de esta Tesis Doctoral y mediante el empleo de dos técnicas distintas, la de Hedrick y
Smith basada en el comportamiento que tienen las proteinas en geles nativos con
diferentes concentraciones de acrilamida, y la cromatografia por filtracion molecular, se
determin6 que la catalasa de frutos de pimiento tenia un tamafio nativo andmalo, de
entre 125.000-135.000 Da. Esto indicaria que, a diferencia del resto de catalasas
tetraméricas, la de frutos de pimiento seria un dimero compuesto por dos subunidades
idénticas de tamafio. No obstante, y dado lo atipico de este comportamiento, nuestros

datos necesitan corroborarse por otros métodos alternativos.

Considerando el papel de la catalasa como defensa antioxidante y su posible
papel en la percepcion de senales celulares (Scandalios et al. 1997, Mhamdi et al.
2010), diferentes investigaciones han evaluado la estabilidad de esta enzima bajo
diferentes situaciones in vitro. En presencia de altas concentraciones de peroxido de
hidrogeno (100 mM) se observd que la proteina sufria la oxidacion en multiples

residuos de la cadena polipeptidica aunque su actividad no se veia afectada (Anand et

120



Capitulo 1/ Chapter 1

al. 2009). Por otro lado, se ha demostrado que donadores de NO como el GSNO, el
DeaNONOato, donadores de peroxinitrito (ONOQO"), o agentes reductores como el DTT
o el GSH pueden provocar la inhibicion de la enzima (Sun & Oberley 1989; Clark et al.
2000; Ortega-Galisteo et al. 2012; Chaki et al. 2015). Esta inhibicion podria tener
implicaciones fisioldgicas, debido a que la disminucion de la actividad implica una
menor capacidad de eliminar H,O, y, en consecuencia, de producir un incremento del
metabolismo nitro-oxidativo (Corpas & Barroso 2014). Este comportamiento ha sido
descrito durante la senescencia de hojas y en la maduracion de frutos de pimiento donde
la actividad catalasa disminuye (Corpas et al. 2004; Chaki et al. 2015). Al disminuir la
actividad, podrian incrementarse los niveles de H,O, y dar lugar a una mayor

peroxidacion lipidica, efecto que se ha comprobado a lo largo de este trabajo.

Por otro lado, se ha demostrado como el H,O; juega un papel importante como
molécula sefial provocando diferentes respuestas celulares dependiendo del sitio de
produccion y de su interaccion con hormonas especificas (acido abscisico, etileno u
oxido nitrico). De hecho el peroxido de hidrégeno actia como molécula sefal en
procesos de crecimiento, morfogénesis y desarrollo (Slesak et al. 2007; Sofo et al.
2015). Una de las caracteristicas de esta molécula es su facilidad de difusion a través de
las membranas celulares, lo que le permite ser transportada facilmente, de manera que
esta difusion a través de la membrana estaria regulada, entre otros factores, por los
cambios en la composicion de las propias membranas (Corpas 2015). En ensayos
realizados con H,O; aplicado en bajas concentraciones, se observd como se generaba
una tolerancia al estrés debido a la induccién de ciertas sustancias similares a las
sintetizadas bajo estrés por congelacion (Matsuda et al. 1994). Sin embargo, en ensayos
realizados con altas concentraciones de H,O, se ha visto que la actividad de la enzima
se veia inhibida (Switala & Loewen 2002). Los ensayos in Vitro realizados para esta
Tesis Doctoral muestran una disminuciéon de la actividad enzimdatica a altas
concentraciones de H,O,, si bien nunca llegd a inhibirse més del 30%, aunque la enzima
se incubo a concentraciones muy altas de peroxido de hidrogeno (50 mM). Esto, junto
con el perfil de actividad mostrada por la enzima tras, al menos, tres dias de incubacion
a 4°C, indica que la catalasa parece ser una enzima bastante estable, lo que confiere un
valor afiadido, y eso le permitird actuar modulando los niveles de perdxido de hidrégeno
en un proceso fisiologico tan relevante como es la maduracion. Otra peculiaridad de la

enzima del fruto de pimiento es que ésta mantiene unos niveles altos de actividad, a
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pesar de la modificacion que parece sufrir por accion del perdxido de hidrogeno, a tenor
de lo observado en el cambio de su movilidad electroforética. Este fenomeno en el
cambio en su movilidad electroforética podria ser debido a una oxidacion de la proteina
que provocaria una modificacion de su punto isoeléctrico que seria el responsable del

efecto observado.

Ademas de lo discutido acerca de la catalasa, la relevancia del metabolismo del
H,0, en la fisiologia del fruto de pimiento también se corrobora por los cambios
observados en el perfil de las peroxidasas (POD I-III). Las peroxidasas son enzimas que
en plantas participan en diversos procesos metabolicos en los que es necesaria la
oxidacién de compuestos con el empleo de peroxido de hidrogeno como aceptor de
electrones (Csiszar et al. 2012). Durante la maduracion de los frutos se llevan a cabo
oxidaciones y tienen lugar cambios en los perfiles isoenzimaticos de estas enzimas. Por
ejemplo en tomate (Solanum lycopersicum L) (Andrews et al. 2000; Ahn et al. 2002) o
ciruela india (Ziziphus mauritiana Lamk.) (Kumar et al. 2014) las peroxidasa son
inducidas durante la maduracion. En nuestro caso se demuestra que, las peroxidasas
podrian estar implicadas en la maduracion de los frutos de pimiento. Asimismo, estas
enzimas, al igual que ya se habia observado anteriormente con la catalasa (Chaki et al.
2015), se ven afectadas por el tratamiento con NO, lo que redunda en la participacion de

esta molécula sefial en la maduracion de los frutos a través del peroxido de hidrogeno.
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2.1. INTRODUCCION/ INTRODUCTION

El objetivo perseguido en este capitulo ha sido el estudio de la modulacion de las
superoxido dismutasas (SODs) de frutos de pimiento, prestando especial atenciéon a la
caracterizacion bioquimica y molecular de la isoenzima que contiene hierro en su centro
activo, la ferro-superdxido dismutasa (Fe-SOD). Para abordar este objetivo se han
empleado diferentes variedades de pimiento, estudiando el perfil de las SODs durante el
proceso de maduracion, y se han hecho estudios comparativos con distintas especies

vegetales.

Dentro de las enzimas mas relevantes involucradas en el metabolismo de ROS vy,
consecuentemente, en el mecanismo de proteccion frente al estrés oxidativo, estan las
metaloproteinas. Entre las metaloenzimas mas notables se encuentran las superdxido
dismutasas (SOD; EC 1.15.1.1). Estas son consideradas una de las principales barreras
antioxidantes presentes en las células eucariotas, ya que actian como primera linea de
defensa contra los efectos toxicos del radical superoxido producido en los diferentes
compartimentos celulares (Halliwell & Gutteridge 1985; Fridovich 1986; Gutteridge &
Halliwell 2000). La principal funcion de las SODs es la dismutacion del anion
superoxido (O,7) a perdxido de hidrogeno (H,O,) y oxigeno (Fig. 2.1). El H,O, es
posteriormente transformado a H,O por la catalasa o por otras peroxidasas, segun se ha

visto en el capitulo anterior.

20, +2H ——> H,0,+ O,

Figure 2.1. Dismutation of superoxide radical (O,") by superoxide dismutase activity.

En células vegetales el anion superdxido se genera principalmente durante la
fotosintesis y la respiracion mitocondrial derivado en ambos casos de las respectivas
cadenas de transporte electronico. Ademads, dicho radical puede ser generado de manera
enzimatica por diversas oxidasas, pudiendo actuar como molécula sefial en respuesta a
estrés o de intermediario en procesos de desarrollo y en el metabolismo celular general
(Mittler et al. 2011). Independientemente de su origen y funcion, los niveles de O, son
controlados por los sistemas antioxidantes, donde las SOD juegan un papel fundamental

(Foyer & Noctor 2009).
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Las SODs se clasifican principalmente en tres grupos en funcion del metal
presente en el grupo prostético de la enzima: CuZn-, Fe- y Mn-SODs (Fridovich 1986;
Rodriguez-Serrano et al. 2007; Palma et al. 2013). Excepcionalmente, también se ha
descrito un grupo de SODs que contienen niquel (Ni-SOD) en el centro activo de la
proteina y que tan solo se encuentra en organismos procariotas (Abreu & Cabelli 2010).
En plantas superiores, el nimero y tipo de isoenzimas puede cambiar en funcion de la
especie, etapa de desarrollo y condiciones ambientales (Alscher et al. 2002; Corpas et
al. 2006; Begara-Morales et al. 2013; Signorelli et al. 2013). La sobreexpresion de las
SODs se ha relacionado con la respuesta frente a estreses abioticos o bidticos a los
cuales se ven sometidas las plantas (Gill & Tuteja 2010; Fernandez-Ocana et al. 2011).
En pimiento se ha comprobado que, junto con otros sistemas enzimaticos antioxidantes,
las SODs estan implicadas en la maduracion de los frutos, asi como en la respuesta de
¢éstos frente a cambios ambientales por baja temperatura (Mateos et al. 2013).

Por otro lado, el nivel de transcritos de la SOD no siempre estd correlacionado
con la abundancia de la proteina o su actividad enzimadtica, sugiriendo que estas
enzimas pueden estar controladas tanto por mecanismos post-transcripcionales como
por post-traduccionales (Madamanchi et al. 1994; Kliebenstein et al. 1998). En este
sentido publicaciones recientes sugieren que algunas modificaciones proteicas
relacionadas con la regulacion de las SODs en mamiferos y plantas podrian ser
dependientes del 6xido nitrico (Radi 2013b; Holzmeister et al. 2015).

Las CuZn-SODs son enzimas homodiméricas con una masa molecular nativa de
alrededor de 32 kDa, constituida por dos subunidades idénticas. Estas metaloenzimas
han sido localizadas en diferentes compartimientos celulares incluyendo los cloroplastos
(tanto en el estroma como en los tilacoides), el citosol, el nucleo, el apoplasto y los
peroxisomas (Salin 1988; Ogawa et al. 1995; Sandalio et al. 1997; Corpas et al. 1998;
Pilon et al. 2011; Zafra et al. 2012; Palma et al. 2013). Las Mn-SODs pueden
localizarse en mitocondrias y peroxisomas (del Rio et al. 1983; Palma et al. 1998; del
Rio et al. 2003), y las Fe-SODs han sido encontradas principalmente en cloroplastos
(Bowler et al. 1994), aunque también ha sido detectadas en peroxisomas (Droillard &
Paulin 1990; Alvarez de Morales 2016). Estas dos ultimas isoenzimas tienen un alto
grado de similitud en su secuencia de aminoacidos primaria, sugieriendo esta homologia
un ancestro comun (Asada et al. 1980). Ambas son detectadas tanto en organismos
eucariotas como en procariotas lo que indica que podrian haber llevado una evolucion

independiente de las CuZn-SOD (Asada et al. 1980; Smith & Doolittle 1992).

126



Capitulo 2/ Chapter 2

Las Mn-SODs son proteinas homotetraméricas con una masa molecular nativa
de 90-100 kDa (Palma et al. 1998; Corpas et al. 2006; Palma et al. 2013), mientras que
las Fe-SODs suelen ser homodiméricas, con un tamafio molecular muy variable, y de
las que existe poca informacién sobre la funcion especifica que desempefian en los
diferentes tejidos celulares. Mediante aislamiento de peroxisomas de frutos de pimiento
y analisis por transferencia de western, se comprobd que estos organulos contenian una
Mn-SOD (Mateos et al. 2003). Posteriormente, estos resultados se corroboraron tras
estudios protedmicos realizados a partir de los peroxisomas purificados de los frutos
(Palma et al. 2015; Alvarez de Morales, 2016). La Fe-SOD es una de las isoenzimas
mas antiguas filogenéticamente hablando, aun siendo la menos estudiada en plantas, que
son los Unicos organismos superiores en los que se ha descrito. Se pensé por mucho
tiempo que la localizacion de esta isoenzima era principalmente plastidial, tanto en
plantas superiores como en algas (Bowler et al. 1994), pero también han sido
identificadas Fe-SODs no cloroplastidicas en mitocondrias de maiz (Srivalli & Khanna-
Chopra 2001) y en el citosol de nddulos de leguminosas (soja y caupi), cuya funcion ha
sido relacionada, entre otras, con procesos de fijacion de nitrogeno (Moran et al. 2003;
Asensio et al. 2012). Asimismo, se ha detectado en peroxisomas aislados de pétalos de
clavel (Droillard and Paulin, 1990) y, mas recientemente, en los peroxisomas de los
frutos de pimiento se ha descrito la presencia de una Fe-SOD mediante analisis
protedmico (electroforesis 2-D y MALDI-TOF/TOF) de dichos organulos (Palma et al.
2015; Alvarez de Morales 2016).

La identificacion de las distintas isoenzimas de SOD se realiza normalmente
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas y tincién
especifica de los geles en presencia y ausencia de inhibidores especificos, segun se
indico anteriormente en esta Tesis Doctoral. En la Tabla 2.1 se recopilan las principales

caracteristicas de las SODs de plantas.
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Tabla 2.1. Main characteristics of the SOD types described in plants. Taken from (Alvarez
de Morales 2016) and modified from (Palma et al. 2013).

Type of Native Size
. Structure Sucellular localization Inhibitors
isozyme (kDa)
CuZn-SOD 32 Dimer Chloroplast (stroma and KCN and H,0,
thylakoids), cytosol, nuclei,
apoplast and peroxisomes
Fe-SOD 23-36 Dimer Chloroplast (stroma and H,0,
thylakoids), mitochondria and
peroxisomes
Mn-SOD 90-100 Tetramere Mitochondria and peroxisomes -

En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un analisis bioquimico y molecular
de las SODs de pimiento en distintos Organos y situaciones, pero centrandonos
fundamentalmente en los frutos de diferentes variedades y en la Fe-SOD,

comparandose ademas con la Fe-SOD presentes en otras especies vegetales.

2.2 RESULTADOS/ RESULTS

2.2.1 Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) en frutos de pimiento
% Caracterizacion de la Fe-SOD en distintos 6rganos de pimiento

El andlisis en frutos de pimiento de la actividad SOD en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes se muestra en la Fig. 2.2, en la cual se aprecia la
existencia de 4 isoenzimas que, por su sensibilidad a inhibidores especificos,
correspondian con una Mn-SOD, una Fe-SOD y dos CuZn-SODs, designadas I y II en
funcion de su movilidad creciente en el gel (Fig. 2.2). La figura Fig. 2.2a muestra como
ciertas isoenzimas presentaban una mayor intensidad en los pimientos verdes, como la
Mn-SOD, la Fe-SOD y la CuZn-SOD I. Sin embargo, la actividad de la CuZn-SOD II
era mayor en los frutos rojos. La Fig. 2.2d muestra el analisis de la expresion proteica
de la Fe-SOD mediante inmunoblot tras EGPA no desnaturalizante donde se empled un
anticuerpo frente a Fe-SOD. Como se puede observar, la Fe-SOD mostraba una mayor
expresion en frutos verdes que en rojos. Esta menor expresion era de un 23%, tras el

analisis realizado con el procesador de imagenes Image J, y se correspondia con lo
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observado en la actividad de esta isoenzima (Fig. 2.2a), segin se comento

anteriormente.
(a) Control (b) +H,0, (c)+KCN (d)Anti-FeSOD
MnSOD -
FeSOD - - ‘ - FeSOD
CuZnSOD
i

GF RF GF RF GF RF GF RF
SOD Activity

Figure 2.2. Superoxide dismutase (SOD) isozymes from green and red pepper fruits and
immunoblot assay probed with an antibody against a Fe-SOD. (a) SOD isozymes were
separated by native-PAGE (10% acrylamide) and stained by a photochemical method (20 pg
protein per lane). Gels were also incubated with specifics inhibitors. (b) Gel preincubated with 5
mM H,0,. (c) Gel preincubated with 2 mM KCN. (c) Western blotting of SODs from fruits
extracts probed with an antibody against a Fe-SOD (1:5000 dilution).GF: Green fruit, RF: Red
fruit.

Considerando que las Fe-SODs vegetales han sido las isoenzimas menos
estudiadas y teniendo en cuenta los resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio
sobre la presencia de una Fe-SOD en los peroxisomas de los frutos de pimiento, y su
implicacion en la maduracion, en este capitulo hemos realizado un estudio de las SODs,
pero prestando una mayor atencion al perfil de la Fe-SOD en las diferentes condiciones

estudiadas.

La actividad isoenzimatica de las SODs se analiz6 en los diferentes 6rganos de
plantas de pimiento del tipo California, incluyendo la raiz, el tallo, las hojas, la flor y los
frutos, tanto verdes como rojos (Fig. 2.3a). Asimismo, se realizaron “inmunoblots” en
condiciones nativas y desnaturalizantes en los que se empled un anticuerpo frente a la
Fe-SOD de pimiento (Fig. 2.3b y c). En los distintos organos fueron patentes las
isoenzimas Mn-SOD, Fe-SOD (excepto en hojas) y CuZn-SOD 1. Sin embargo, este
patron isoenzimatico estaba mejor definido en los frutos, donde se apreciaban ligeras
diferencias en la movilidad de algunas isoenzimas con respecto a los otros 6rganos (Fig.
2.3a). Se aprecia, ademas, como la actividad SOD era mayor en los frutos, las hojas y

los tallos, frente a las raices y las flores.
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(a). SOD Activity (b) Anti-FeSOD

FeSOD - - W | FeSOD

S L F GF RF

() SDS-PAGE

23 kDa - - —

Figure 2.3. Superoxide dismutase (SOD) isozymes in the different organs of pepper plants
and immunoblot analysis probeb with an antibody against a Fe-SOD (1:5000 dilution). (a)
Activity of SOD isozymes in the main organs of pepper plants. SODs were separated by native
PAGE on 10% polyacrylamide gels and were stained by the photochemical nitroblue
tetrazolium method. (b) Native western blot of distinct pepper organs extracts probed with an
antibody against Fe-SOD (1:5000 dilution) (c) SDS-PAGE western blot using the antibody
against Fe-SOD. R, roots; S, stems; L, leaves; F, flowers; GF, green fruit; RF, red fruit. Proteins
(20 pg per lane) were loaded for both non-denaturing and SDS-PAGE:s.

Por otro lado, la expresion de la Fe-SOD en condiciones no desnaturalizantes
variaba en funcidn del 6rgano analizado (Fig. 2.3b), donde esta isoenzima presentaba
mayor expresion en los frutos, tallos y hojas en comparacion con raices y flores donde
apenas se percibia la banda. Los resultados correspondientes al inmunoblot tras las
EGPA en condiciones desnaturalizantes, mostraba como el contenido de la Fe-SOD
seguia siendo mayor en los frutos seguido de tallos y hojas, frente a lo observado en
raices y flores (Fig. 2.3c). En dicho andlisis se obtuvo una unica banda inmunoreactiva

de 23 kDa, presente en todos los 6érganos analizados.

« Actividad y caracterizacion de las SODs en distintas variedades de
pimiento autoctonas.

El patron isoenzimatico de la SOD, asi como la expresion proteica de la Fe-SOD se
analiz6 en diferentes variedades de pimiento (Capsicum annuum L.). Para el ensayo se
utilizaron pimientos de Padron proporcionados por el Consejo Regulador de la
Denominacion de Origen Protegida “Pemento de Herbon” (Herbon, A Coruia),

pimientos de Piquillo y pimientos Alegria riojana proporcionadas por el Consejo
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Regulador de la Denominacion de Origen “Pimiento del Piquillo de Lodosa” (Lodosa,
Navarra). En todos los ensayos se emplearon pimientos California (Syngenta Seeds,

S.A., El Ejido, Almeria) como referencia.

El patrén isoenzimdatico obtenido para todas las variedades de pimiento se
muestra en la Fig. 2.4a. En todas ellas se observa el mismo patron isoenzimdtico para
todas las variedades de fruto de pimiento: cuatro isoenzimas que correspondian a una
Mn-SOD, una Fe-SOD y dos CuZn-SODs (I y II), si bien eran patentes ciertas
diferencias en funcion de la variedad. Al comparar las variedades autoctonas espanolas
de pimiento (lineas1-6, Fig. 2.3a) frente a las de pimiento California (linea GF), por lo
general, la intensidad de todas las isoenzimas aumentaba, a excepcion del pimiento
Padron verde (linea 1) que mostraba una disminucion e incluso la casi desaparicion de
isoenzimas como la Fe-SOD y la CuZn-SOD II (Fig. 2.4a). El aumento mas acusado,
con respecto a los frutos del tipo California, correspondia a las CuZn-SOD de todas las

variedades.

(a) SOD activity (b) Anti-FeSOD

FeSOD—> W » 1 leFesop

GF 1 2 3 4 5 6

Figure 2.4. Isoenzimatic SOD activity and protein expression of Fe-SOD in different
autochtonous Spanish pepper fruits. (a) Native polyacrylamide gel electrophoresis of pepper
fruit with staining for SOD activity. (b) Immuno-blot probed with an antibody against a Fe-
SOD (1:5000 dilution). Samples (30 pg proteins) were subjected to native electrophoresis on
10% acrylamide gels. (¢) SDS-PAGE (4-20%) and immuno-blot (20 pg per lane) probed with
an antibody against Fe-SOD (dilution 1:5000). GF: green fruit of California cultivar. Lane 1:
green fruit of variety Padron. Lane 2: red fruit of variety Padron. Lane 3: green fruit of vareity
Piquillo. Lane 4: red fruit of variety Piquillo. Lane 5: Green fruit of variety Alegria riojana.
Lane 6: Red fruit of variety Alegria Riojana.
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El andlisis realizado para cada variedad de pimiento revelaba que en pimientos
de Padron, durante el proceso de maduracion se producia un incremento de la actividad
de las SODs que podia apreciarse tanto en la actividad enzimatica donde se daba un
incremento de hasta 6 veces mas en enzimas como las CuZn-SODs y el doble en la Mn-
SOD en frutos rojos (Fig. 2.4a, lineas 2 y 3; Image J), como en los inmunoblot en
condiciones nativas (Fig. 2.4b, lineas 1-2) y desnaturalizantes (Fig. 2.4c, lineas 1-2),
realizados con un anticuerpo frente una Fe-SOD de pimiento, en los cuales la expresion
aumentaba hasta 6 veces mas en rojo que verde (Image J). Los pimientos de Piquillo
respondian de igual forma, produciéndose un incremento en la actividad SOD de 2 a 4
veces mas en frutos rojos respecto a los verdes (Fig. 2.4a, lineas 3-4); la expresion de la
Fe-SOD volvia a mostrar un aumento en frutos maduros (Fig. 2.4b y 2.4c, lineas 3-4).
Finalmente, los pimientos de Alegria riojana sufrian el mismo aumento en frutos rojos,
tanto en actividad SOD donde se producian incrementos de hasta 3 veces mas, como en
la expresion de la Fe-SOD que era mas del doble. En todas las variedades, y tal como
cabria esperar, el tamano molecular de la subunidad de la Fe-SOD era de
aproximadamente 23 kDa, correspondiendo este valor con el obtenido en analisis

anteriores para pimientos del tipo California (Fig. 2.4c¢).

X/

« Caracterizacion de la Fe-SOD en diferentes especies vegetales

Dado la especificidad del anticuerpo frente a la Fe-SOD en los estudios de frutos de
pimiento, se llevo a cabo una caracterizacion del mismo, analizdndose suaplicabilidad
en ensayos de transferencia de western con distintas especies vegetales. Se prepararon
muestras de especies como la mostaza (Brassica juncea), leguminosas (Lotus japonicus
y Pisum sativum), trigo (Triticum durum), Arabidopsis thaliana y pimiento (Capsicum
annuum). Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 2.5. Tal y como se aprecia en
la Fig. 2.5a), el nimero y tipo de isoenzimas de SOD cambia dependiendo de la especie
vegetal. Esa variabilidad se encontraba también en los resultados del inmunoblot de
geles nativos con el anticuerpo frente a la Fe-SOD (Fig. 2.5b), donde se aprecia la
diferente movilidad de esta isoenzima en funcion de la especie vegetal. La co-migracion
de bandas de actividad SOD y del inmunoblot permite identificar las isoenzimas Fe-
SOD de las especies analizadas. Asi, se pudo detectar la presencia de una Fe-SOD en B.
juncea, T. durum y A. thaliana. No obstante, cuando se emple6 el anticuerpo en los
ensayos de EGPA en condiciones desnaturalizantes, se obtuvieron resultados dispares

(Fig. 2.5c). Los tamafios obtenidos para la Fe-SOD de cada una de las especies
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analizadas fueron: en Brassica juncea aparecieron dos bandas de 23 kDa y 36 kDa,;
Lotus japonicus presentaba una unica banda inmunoreactiva correspondiente a 35,5
kDa; tanto en Triticum durum como Pisum sativum se obtuvieron bandas de 34,5 y 34,3
kDa respectivamente; y, finalmente, en Arabidopsis thaliana aparecieron dos bandas de
30,5 y 35,6 kDa.

(a) SOD activity (b) Anti-FeSOD

FeSOD -

' - . - FeSOD

C.a Bj Lj Td Ps At C.a Bj Lj Td Ps At
Native-PAGE

(c) SDS-PAGE
KDa

37 B¢ e -
- .

25

Ca Bj Lj Td Ps At

Figure 2.5. Isoenzymatic SOD activity and protein expression of Fe-SOD in different plant
species. (a) Native polyacrylamide gel of different plant species stained for SOD activity (b)
Immuno-blot probed with an antibody against a Fe-SOD (1:5000 dilution). Samples (30 pg
proteins) were subjected to electrophoresis on 10% acrylamide gels. (C) SDS-PAGE (4-20%)
and immunoblot (20 pg per lane) probed with antibody against a Fe-SOD (dilution 1:5000).
C.a, Capsicum annum fruits; B.j, Brassica juncea leaves; L.j, Lotus japonicas leaves; T.d,
Triticum durum leaves; P.s, Pisum sativum leaves; A.t, Arabidopsis thaliana leaves, In panels
(a) and (b), the migration of Fe-SOD from pepper fruits is depicted.

¢ Localizacién subcelular de la Fe-SOD en frutos de pimiento

En andlisis preliminares del proteoma de peroxisomas de frutos de pimiento se
identificaron y analizaron una serie de proteinas con el fin de profundizar en el
conocimiento de los mecanismos reguladores que subyacen al proceso de maduracion.
Entre dichas proteinas, que se identificaron por electroforesis 2-D y MALDI-TOF/TOF
de peroxisomas de frutos, se encontraban varias superoxido dismutasas, y dentro de

ellas, la Fe-SOD (Alvarez de Morales 2016), lo que cobraba interés por su posible
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localizacién en peroxisomas, ya que los primeros estudios en los que se llevo a cabo la
caracterizacion de las isoenzimas de SOD presentes en estos organulos solo detectaron
una Mn-SOD (Mateos et al. 2003). Asi, se realizaron una serie de ensayos que
permitieron esclarecer la localizacion subcelular de la Fe-SOD en los frutos de
pimiento. Se realizo el analisis de la actividad SOD por electroforesis en condiciones
nativa de matrices de peroxisomas purificados y concentrados tanto de pimientos verdes
como rojos. Dicho andlisis mostrd la presencia de dos isoenzimas, la Mn-SOD, mas
intensa en ambos tipos de pimientos, y una Fe-SOD que mostraba mayor intensidad en
los frutos verdes (Fig. 2.6a). Posteriormente, las matrices peroxisomales fueron
analizadas por SDS-EGPA con tincion de nitrato de plata, lo que permitié visualizar su
perfil proteico (Fig. 2.6b) y su correspondiente western blot ensayado con el anticuerpo
frente a la Fe-SOD, donde aparecia un banda inmunoreactiva de 23 kDa (Fig. 2.6¢).

Dicha banda era mas intensa en los peroxisomas de los frutos verdes.

(a) SOD activity (c) Silver Staining

MG MR GF RF MG MR
(b) Anti-FeSOD
SDS-PAGE
23kDa-]
MG MR

Figure 2.6. Analysis of SOD activity and Western blotting in peroxisomes from green and
red pepper fruits. (a) SOD activity of peroxisomal matrices subjected to native-PAGE (10%
acrylamide) and stained by a photochemical method. (b) SDS-PAGE and silver-staining of
peroxisomal matrices. (C) Inmunoblot of peroxisomal matrices from green and red pepper fruits
probed with an antibody against a Fe-SOD (1:5000 dilution). MG, peroxisomal matrices from
green pepper; MR, peroxisomal matrices from red pepper; GF, green fruit; RF, red fruit.
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«»  Efecto del NO sobre la actividad SOD en frutos de pimiento

Con el proposito de analizar el posible papel del NO exdgeno en el comportamiento de
los distintos antioxidantes de pimiento, tal y como se ha mencionado en el Capitulo 1 de
esta Tesis Doctoral, se estudid la actividad SOD en frutos de pimiento sometidos a
tratamiento con NO. La Fig. 2.7 muestra el andlisis de las distintas SODs de los frutos
expuestos a 5 ppm de NO. Los principales cambios observados se restringian a la
actividad de la Mn-SOD vy la Fe-SOD, con un aumento de actividad en todos los tipos
de tratamientos. Asi, se detectaron incrementos de mas del doble en la Fe-SOD,
principalmente en aquellos pimientos almacenados durante dos semanas, tanto a baja
temperatura como a temperatura ambiente, mientras que los aumentos de la Mn-SOD
eran mas apreciables tras el almacenamiento a 6°C durante dos semanas, y en los dos

tiempos muestreados a temperatura ambiente.

NO (S ppm)
6°C RT

C 1wk 2wk 1wk 2wk

Figure 2.7. Superoxide dismutase
(SOD) activity of pepper fruit after
treatment with exogenous NO gas and
further incubation for 1-2 weeks at
different temperature conditions. Native
polyacrylamide gel electrophoresis of
pepper fruits after treatments with NO gas
and staining for SOD activity. Samples
(30 pg proteins) were subjected to
electrophoresis on 10% acrylamide gels.
C, control; 1 wk, 1 week; 2 wk, 2 weeks;
RT, room temperature.

MnSOD
FeSOD

CuZnSOD |

CuZnSODIII

% Modulacién de la actividad SOD isoenzimatica en frutos de pimiento en
presencia de donadores de NO, agentes reductores y oxidantes

Se analiz6 la actividad SOD de frutos de pimiento verdes y rojos preincubadas in vitro
con diversos donadores de NO y ONOO', asi como con agentes reductores (GSH y
DTT) y oxidantes (H,0O,). Posteriormente, se analizd la actividad isoenzimaica en geles
de poliacrilamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes. Como agente donador de
ONOO' se empleo el SIN-1, a una concentracion de 4 mM, como donadores de NO el

GSNO o el DeaNONOato, a 4 mM, como agentes reductores se emplearon el glutation
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reducido (GSH) 4 mM y el DTT 10 mM, y como oxidante el peroxido de hidrégeno, 10
mM.

La Fig. 2.8a muestra el andlisis realizado de las distintas isoenzimas de SOD en
muestras de pimientos verdes preincubadas con los distintos agentes quimicos. De
forma general, no se observa ningun efecto en la intensidad de bandas de las distintas
isoenzimas de SOD a excepcion del DTT que provocaba una clara disminucion de las

CuZn-SOD L y II.

Por otro lado, se observo que la pre-incubacion in vitro con H,O; no afectaba a
las isoenzimas CuZn-SOD y Fe-SOD, a pesar de que es un inhibidor especifico de
ambas (Fig. 2.8a) segun es usado para su identificacion en geles. Por ello, se decidio
incubar los geles con H>O, 5 mM una vez concluida la electroforesis para observar si el
efecto era reversible (Fig. 2.8b). Como era previsible, se inhibieron las dos CuZn-SODs
y la Fe-SOD, lo que prueba que dicha inhibicion por H,O; es reversible y, por tanto, no

produce alteraciones en el centro activo de la enzima.

(a) SOD activity (b) + H,0,

Green g\.1 GSNO Dea- gsH H,0, DTT
e

GSH H0, DTT
Fruit NONOats e

Green g)\.1 gsNo Dea-
Fruit NONOat

Figure 2.8. Analysis on gel electrophoresis of the activity of the different SOD isozymes of
green pepper fruit samples pre-incubated with different chemicals. (a) Samples were pre-
incubated with 4 mM SIN-1, 4 mM GSNO, 4 mM DeaNONOate, 4 mM GSH; 10 mM H,O,,
and 10 mM DTT. After electrophoresis gels were stained for SOD activity. (b) Samples were
processed as in panel (a) but the gel was pre-incubated with 5 mM H,O, before staining for
SOD activity.
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El andlisis realizado con muestras de pimiento rojo, presentaba la misma
tendencia que los observados con frutos verdes, a excepcion del DTT que no producia

ningun efecto (Figs. 2.9 a, b).

(a) SOD activity (b) + H,0,

Red o\1GSNO Dea- gsH H,0, pTT  Red sIN-1 GSNO Dea- GSH H,0, DTT
Fruit NONOate Fruit NONOate

Figure 2.9. Analysis on gel electrophoresis of the activity of the different SOD isozymes of
red pepper fruit samples pre-incubated with different chemicals. (a) Samples were pre-
incubated with 4 mM SIN-1, 4 mM GSNO, 4 mM DeaNONOate, 4 mM GSH; 10 mM H,O,,
and 10 mM DTT. After electrophoress gels were stained for SOD activity. (b) Samples were
processed as in panel (a) but the gel was pre-incubated with 5 mM H,0, before staining for
SOD activity.

En resumen, se puede concluir que ni el ONOQO™ ni el 6xido nitrico parecen afectar a

ninguna de las isoenzimas de SOD en frutos de pimiento.

< Efecto de diferentes estreses abioticos sobre la actividad isoenzimatica
SOD en plantas de pimiento.

Para tener una vision mas completa de la funcion de la SOD en la fisiologia de esta
especie vegetal, y dado que este sistema metaloenzimético esta implicado en la
respuesta de plantas a distintos estreses, se llevdo a cabo un estudio de las distintas
isoenzimas de SOD en plantas de pimiento sometidas a distintos estreses abidticos, tales
como el dafio mecanico o la alta intensidad luminica, prestando especial atencion a la

Fe-SOD.

> Dano Mecanico

Se analizaron extractos de hojas de pimiento control y hojas que habian sido dafiadas
mecanicamente mediante heridas provocadas por pinzamientos (Material y Métodos

2.2).
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El fenotipo de las plantas de pimiento sometidas a dafio mecénico durante 4
horas se muestra en la Fig. 2.10. El pinzamiento realizado sobre las hojas de pimiento

causo un enrollamiento hacia abajo de las mismas al cabo del tiempo indicado.

Figure 2.10. Phenotype of 30 days old pepper plants after 4 h of mechanical wounding
applied to pepper leaves by using forceps.

Tanto en las muestras de hojas control como en las dafadas el patron
isoenzimatico de la SOD mostraba 4 isoenzimas (Fig. 2.11a), correspondientes a una
Mn-SOD, Fe-SOD y la CuZn-SOD 1, y la CuZn-SOD II, que apenas se percibia en
ambos casos. El andlisis de la abundancia de las distintas isoenzimas de SOD en geles
en condiciones no desnaturalizantes mostré un aumento de la actividad en las plantas
que habian sido sometidas a estrés. El andlisis de imagen realizado mostréo un
incremento de un 20% para la Mn-SOD, un 45% para la Fe-SOD y un 36% en la CuZn-
SOD 1.

El andlisis de expresion proteica de la Fe-SOD mediante western blot (Fig.
2.11b) con hojas de pimiento mostrd un ligero aumento (20%) de su expresion en las
hojas sometidas a dafio mecénico frente a las control, coincidiendo estos datos con los
obtenidos anteriormente en los geles de actividad. En ambas muestras se obtuvo una
banda inmunoreactiva de 23 kDa, al igual que ya se habia descrito anteriormente en este

capitulo.
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(a) SOD activity (b) Anti-FeSOD
SDS-PAGE
MnSOD i
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Figure 2.11. Superoxide dismutase (SOD) activity in native-PAGE and protein expression
of Fe-SOD from pepper leaves after 4 h of mechanical wounding (W) applied to leaves. (a)
Native polyacrylamide gel electrophoresis of pepper leaves stained for SOD activity. Samples
(30 pg protein) were subjected to electrophoresis on 10% acrylamide gels. (b) SDS-PAGE (4-
20% acrylamide)-Immunoblot of samples (20 pg per lane) probed with an antibody against a
Fe-SOD pepper. (dilution 1:10000).

» Estrés por alta intensidad luminica

La peroxidacion lipidica es reconocida como como un marcador de dafio oxidativo
provocado por ROS. Para analizar dicho dafio en plantas de pimiento sometidas a alta
intensidad luminica, se utilizé un método histoquimico mediante el reactivo de Schiff
que permite detectar los aldehidos originados a partir de los peroxidos lipidicos
(Yamamoto et al. 2001). El resultado de la tincion con dicho reactivo se muestra en la
Fig. 2.12. La coloracion plrpura corresponde a la presencia de peroxidacion lipidica en
los tejidos. Se observd mayor intensificacion de la coloracion en los nervios principales
y secundarios de las hojas expuestas a alta intensidad luminica durante 4 h y 8 h; sin

embargo en aquellas expuestas a 6 h esta intensificacion no era significativa.

Lipid peroxidation

Figure 2.12. Histochemical detection of \

lipid peroxidation in leaves of pepper 7

plants exposed to high light intensity. The A
red/purple colour indicates the presence of

lipid peroxidation detected with the Schiff’s

reagent.

C 4 6 8

Exposure time (h)
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El patrén isoenzimatico de SOD también fue analizado en hojas de pimiento de
plantas sometidas a alta intensidad luminica durante diferentes tiempos (4-8 h). El
resultado obtenido tras el andlisis de la actividad SOD se muestra en la Fig. 2.13a. El
perfil de las isoenzimas no mostré cambios significativos en la intensidad de bandas en
aquellas muestras sometidas a estrés frente a las control. La expresion de la Fe-SOD
tanto en condiciones nativas (Fig. 2.13a) como en condiciones desnaturalizantes (Fig.

2.13b) tampoco mostrd cambios significativos.

(@

Native PAGE
SOD Activity Anti-FeSOD

Figure 2.13. Superoxide dismutase
(SOD) activity and protein expression
of Fe-SOD in leaves of pepper plants
exposed to high light intensity. (a) FeSOD
Native polyacrylamide gel
electrophoresis of pepper leaves stained  cuznsoD|
for SOD activity. Samples (30 pg
protein) were subjected to
electrophoresis on 10% acrylamide gels
and immunoblot of leaves from pepper
plants probed with an antibody against a C 4 6 8 C 4 6 8
Fe-SOD (1:10000 dilution). (b) SDS- Exposure time (h)  Exposure time (h)
PAGE (4-20%) and immunoblot of (b)
samples (20 pg per lane) probed with

antibody against Fe-SOD (dilution 23 kDa-
1:10000).

MnSOD

CuZnSOD I

SDS-PAGE

- — - anetd Gl

C 4 6 8
Exposure time (h)

2.3 DISCUSION/ DISCUSSION

En plantas superiores, las superoxido dismutasas (SODs) han sido estudiadas bajo
diferentes aspectos, incluyendo su distribucion filogenética, propiedades bioquimicas y
moleculares, estructura y funcion, regulacion enzimatica, localizacion subcelular y su
papel en estreses tanto abidticos como bidticos, (Bridges & Salin 1981; del Rio et al.
1983; Bowler et al. 1994; Bueno et al. 1995; Corpas et al. 1998; Alscher et al. 2002;
Airaki et al. 2012; Palma et al. 2013). Sin embargo, aun existe poca informacion acerca
de la funcidon especifica de cada isoenzima en los diferentes tejidos celulares, y la
informacion es especificamente menos prolija en las caracteristicas de las Fe-SODs.
Como se ha mencionado anteriormente, el pimiento (Capsicum annuum L.) es una de

las hortalizas con mayor demanda a nivel mundial, presentado un alto interés

140



Capitulo 2/ Chapter 2

agrondémico, comercial e incluso econdmico, debido entre otros muchos factores a sus
caracteristicas nutricionales. Los mecanismos antioxidantes que tienen lugar durante las
etapas del desarrollo, asi como en la maduracidon y post-cosecha son objeto de estudio
durante esta Tesis Doctoral, por lo que el objetivo marcado en este capitulo fue el
estudio bioquimico y molecular de las SODs de pimiento en diversas situaciones,
centrandonos fundamentalmente en la participacion de la Fe-SOD en los procesos
investigados. Dicho analisis se ha llevado a cabo bajo diferentes condiciones de estrés,
en diferentes especies, diferentes variedades de pimiento y en pimientos expuestos a

atmosferas enriquecidas con NO y almacenados bajo dos condiciones de temperatura.

Uno de los cambios que tiene lugar durante los procesos de maduracion y
senescencia es el aumento de los radiales superéxido (O;7) asi como de otras ROS que
dan lugar a cambios metabolicos importantes a nivel celular, como son los dafios en la
membrana (del Rio et al. 1998; Marti et al. 2009). Estudios pioneros sobre la actividad
SOD en matrices de peroxisomas de pimiento sugerian que los niveles de anidén
superoxido podrian ser mayores en frutos rojos, estableciendo que el O, podria tener
un papel importante en la maduracion de frutos de pimiento, y seria controlado por las
SODs (Mateos et al. 2003). En trabajos recientes realizados sobre frutos de pimiento se
ha observado cémo durante el proceso de la maduracion se producia un incremento en
los niveles de H,O; y de O, (Endo & Imahori 2016). Estos dafios son acentuados en
situaciones de estrés tanto abiotico como bidtico donde se ha comprobado que aumenta
la peroxidacion lipidica tal y como se ha observado en los resultados de esta Tesis

Doctoral.

El patron isoenzimdtico de las SODs se ha visto que puede cambiar durante la
maduracion e incluso durante la post-cosecha. Estudios sobre la modulacion de
antioxidantes en ciruela india (Ziziphus mauritiana Lamk) pusieron en evidencia que el
patron de isoenzimas cambiaba en funcion del estado en el cual se encontraba el fruto,
observandose la induccion de una isoenzima SOD que podria estar relacionada con la
conservacion del fruto (Kumar et al. 2014). Los resultados obtenidos durante este
trabajo nos indican que la Fe-SOD tendria un papel esencial durante el desarrollo de la
planta de pimiento siendo mayor su expresion y actividad en érganos como los tallos y
hojas y, principalmente, en frutos. Estos datos concuerdan con trabajos realizados sobre
plantas de pimiento donde se observaba un patroén similar (Airaki et al. 2012). De la

misma forma se ha descrito una menor expresion de enzimas como la Fe-SOD en las
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raices de leguminosas frente a las hojas (Asensio et al. 2012). La mayor expresion de la
Fe-SOD en tejidos fotosintéticos podria estar relacionada con una de las localizaciones
de esta enzima, los cloroplastos, orgadnulo presente en las células fotosintéticas por
excelencia. Dicha abundancia relativa se ha encontrado también en hojas de olivo
(Corpas et al. 2006), y en cloroplastos de hojas de tabaco, donde se observaba que esta
isoenzima era mas abundante que la CuZn-SOD detectada en este organulo (Van Camp

etal. 1997).

La localizacién subcelular de la Fe-SOD también ha sido objeto de estudio
durante este trabajo; se analizaron matrices de peroxisomas de frutos de pimiento y se
estudio tanto la expresion de esta proteina con un anticuerpo especifico frente a una Fe-
SOD vegetal como de la actividad enzimatica. Los resultados de inmunoblot mostraban
que esta proteina se expresaba en matrices de peroxisomas, lo que se correspondia con
los analisis de actividad enzimatica. Dicha localizacion peroxisomal de la Fe-SOD ya
habia sido descrita con anterioridad por Droillard and Paulin (1990) en pétalos de clavel
y, muy recientemente, en estudios proteémicos realizados por nuestro grupo donde se

detectd la Fe-SOD como posible proteina peroxisomal (Alvarez de Morales 2016).

Tal y como se ha especificado anteriormente, el nimero y tipo de isoenzimas de
SOD varia en funcién de la especie y etapa del desarrollo. Dicha variabilidad se ha
descrito en los estudios realizados sobre diferentes especies vegetales. En concreto, en
limonero (Citrus limonum L, perteneciente a la familia de las Rutaceas) se han
detectado dos Fe-SODs en las hojas (Sevilla et al. 1984; Almansa et al. 1991); en
guisante (Pisum sativum L, familia de las Fabaceas) se ha descrito una Fe-SOD (Gomez
et al. 1999); en pimiento (Capsicum annuum L, de la familia de las Solanaceas) se ha
descrito una Fe-SOD (Airaki et al. 2012); otra Fe-SOD ha sido identificada olivo (Olea
europaea L, perteneciente a la familia de las Oleaceas)(Corpas et al. 2006; Lopez-
Huertas & del Rio 2014); y tres en Arabidopsis (Kliebenstein et al. 1998). En estudios
recientes sobre el numero y tipo de SOD en Cakile maritima, perteneciente a la familia
de las Brasicaceas, se ha identificado una Fe-SOD. Sin embargo, era la isoenzima que
mas actividad expresaba en todos los organos analizados (Houmani et al. 2016).
Durante este capitulo se han analizado diferentes especies vegetales pertenecientes a
distintas familias, y se ha corroborado la variacién existente entre los patrones
enzimaticos de las SODs, asi como entre las Fe-SODs de dichas especies, mostrando

diferente expresion proteica y diferente masa molecular de las respectivas subunidades.
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Todos estos casos ponen en evidencia la heterogeneidad en la distribucion de las
isoenzimas de SOD en diferentes especies de plantas superiores, sugiriendo esto que
cada tipo de isoenzima podria tener una funcion especifica, probablemente relacionada
con su localizacion subcelular (Corpas et al. 2006). El tamafo molecular obtenido para
la subunidad de Fe-SOD de pimiento en los andlisis realizados fue de alrededor de 23
kDa, dato que se corresponde con otros obtenidos en otras especies vegetales (Asensio

etal. 2012; Houmani et al. 2016).

En trabajos previos se ha descrito que el NO estd implicado en los procesos de
maduracion de pimiento (Chaki et al. 2015). Los analisis realizados durante este trabajo
ponen de manifiesto como el NO provoca cambios en el patron isoenzimatico de las
SODs de los pimientos expuestos a atmosferas enriquecidas con dicho gas, induciendo
algunas de las isoenzimas, en concreto la Fe-SOD. Con el fin de ahondar sobre el efecto
de NO en nuestro modelo vegetal, los ensayos in vitro realizados con diferentes
donadores de NO y ONOQO™ mostraban la potencial modulacion de los distintos tipos de
SODs en frutos de pimiento. Se ha descrito que el ONOO™ reduce la actividad de
distintos tipos de SODs en proteinas recombinantes de Arabidopsis, siendo la isoenzima
mas sensible la Mn-SOD (Holzmeister et al. 2015). Estos resultados eran similares a los
ya obtenidos en Mn-SODs de humanos y bacterias, donde se mostraba una alta
sensibilidad a ONOO™ (MacMillan-Crow et al. 1998; Surmeli et al. 2010), aunque no se
observd cambios significativos con el GSNO. Ademas de su papel como enzimas
antioxidantes, las SODs tienen funciones que hoy dia han sido escasamente estudiadas
relacionadas con la regulacion, composicion y sefalizacion por RNS. Interacciones
entre radicales libres como el O, y el NO son importantes bajo condiciones de estrés
(Grof} et al. 2013). El exceso de O, durante el estrés oxidativo provoca una limitacion
en la disponibilidad del NO a través de la formacion de ONOO™ (Corpas & Barroso
2016). Por lo que las SODs compiten a su vez con el NO por el O,", previniendo de este
modo la formacion de ONOO’, mientras que se favorece la acumulacion de NO
(Holzmeister et al. 2015). Aunque nuestros datos no aportan evidencias claras de la
interaccion, al menos in vitro, entre el NO y las SODs, es de destacar que, dada la
localizacién multiorganular de estas isoenzimas y el efecto local del NO, convendria
realizar en el futuro estos estudios a nivel de los organulos purificados, de manera que

se obtenga una imagen mas proxima de lo que puede ocurrir dentro de la célula.
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3.1 INTRODUCCION/ INTRODUCTION

Debido a la relevancia del ascorbato en el metabolismo de los frutos de pimiento (Palma
et al. 2015), en este capitulo se ha prestado especial atencion a la caracterizacion de las
rutas metabolicas en las que estda implicado este antioxidante. Para ello se ha
completado la caracterizacion de una de las enzimas implicadas en la biosintesis de
ascorbato, la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH), analizdndose su
modulacion por diferentes RNS, y se han investigado algunas enzimas esenciales en
rutas del catabolismo del mismo. Por otro lado, se ha realizado el estudio de diferentes
metabolitos relacionados con la degradacion del ascorbato y su modulacion de los frente
a RNS. Los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo podrian aportar luz o
explicar la razon por la cual los niveles de ascorbato se incrementan durante la

maduracion de los frutos de pimiento.

El 4cido ascorbico (vitamina C) es uno de los antioxidantes més potentes que se
sintetizan por la mayoria de los seres vivos, exceptuando primates (incluyendo
humanos), cobayas, murci¢lagos y algunas aves (Nishikimi et al. 1976; Kiuchi et al.
1982; Davey et al. 2000; Valpuesta & Botella 2004; Palma et al. 2011). Dentro de las
células vegetales, esta molécula es ubicua y puede ser detectada en los diferentes
compartimentos subcelulares asi como en el apoplasto (Horemans et al. 2000a;
Horemans et al. 2000b; Smirnoff 2000; Palma et al. 2011; Palma et al. 2015). Como
antioxidante, el ascorbato puede interactuar con un buen numero de ROS y ademas,
forma parte de la reaccion de eliminacion de perdxido de hidrégeno, actuando como
donador electronico para la ascorbato peroxidasa (APX), ya sea como reaccion
individual o formando parte de la primera fase del ciclo ascorbato-glutation en plantas

(ruta Foyer- Halliwell-Asada).

A nivel fisiologico, se ha observado la relacion de acido ascorbico con la
respuesta frente a patogenos, la sintesis de hormonas, expresion de genes, division y
crecimiento celular, floracion, senescencia, muerte celular programada o apoptosis, y
movimiento estomatico de las células guarda, entre otros eventos (Chen & Gallie 2004;
Foyer & Noctor 2005; Linster & Clarke 2008; Palma et al. 2011). Debido a esta
multifuncionalidad, el ascorbato es considerado un tampon redox en las células

vegetales (Foyer & Noctor 2005). En trabajos recientes se ha propuesto que el ascorbato
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amortigua los cambios metabolicos que se dan durante la maduracion del pimiento

actuando como un conservante que aumenta la vida 1til del fruto (Palma et al. 2015).

La biosintesis de ascorbato en plantas ha sido objeto de muchas investigaciones,
principalmente en aquellas especies destinadas a consumo humano. Asi, aunque las
principales rutas de biosintesis estdn bien establecidas segun se describi6 en la
Introduccion de esta Tesis Doctoral (Smirnoff et al. 2004; Valpuesta & Botella 2004;
Conklin et al. 2006; Ishikawa et al. 2006; Wolucka & Van Montagu 2007; Linster &
Clarke 2008; Wheeler et al. 2015), en estos ultimos afios se han llevado a cabo estudios
de transcripcidn y expresion con el fin de entender la regulacion tan compleja que tiene
lugar en dichas rutas (Imai et al. 2009; Li et al. 2010; Cronje et al. 2012; Xu et al. 2013;
Yoshimura et al. 2014; Liu et al. 2015; Yan et al. 2015).

Hasta ahora habian sido descritas tres rutas de biosintesis de ascorbato
principalmente, seglin se vi6é en el apartado 5.2.2 de la Introducciin de esta Tesis. La
ruta mas consensuada y de la que se tiene mas informacion es la ruta de la L-galactosa,
en la cual tiene lugar la oxidacion de la L-galactono-1,4-lactona (GalL) a &cido
ascorbico como paso final. Esta oxidacion es llevada a cabo por la enzima L-
galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3), en una reaccion en la
que se produce una transferencia directa de electrones desde la GalL al citocromo c
localizado en la membrana mitocondrial interna (Wheeler et al. 1998; Bartoli et al.
2000; Millar et al. 2003; Hervas et al. 2013; Szarka et al. 2013). Los cDNAs que
codifican la GalLDH han sido caracterizados en numerosas especies como la coliflor, la
batata, la fresa, el tomate, el tabaco, el melocoton, y la rosa asi como en Arabidopsis,
entre otros, donde se ha descrito también su estructura (Ostergaard Jens 1997; Imai et
al. 1998; Yabuta et al. 2000; Tamaoki et al. 2003; An et al. 2007; Imai et al. 2009), y
recientemente se ha descrito la caracterizacion de la GalLDH de frutos de pimiento

(Rodriguez-Ruiz et al. 2017).

La GalLDH ha sido localizada en la membrana mitocondrial interna, donde
forma parte de una estructura de 850 kDa asociada al complejo NADH deshidrogenasa
(complejo I) en la cadena respiratoria (Siendones et al. 1999). Aqui, la proteina esta
integrada en dos subcomplejos proteicos de aproximadamente 470 y 420 kDa donde se
ha comprobado como esta proteina tiene un papel esencial en la formacion del complejo

I, actuando como un factor de ensamblaje (Schertl et al. 2012; Bartoli et al. 2016;
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Schimmeyer et al. 2016). En frutos de pimiento, se determiné la localizacion de esta
enzima en mitocondrias mediante el aislamiento de estos orgdnulos a través de
centrifugaciones diferenciales y gradientes de densidad (Jiménez et al. 2002). En base a
datos publicados recientemente (Rodriguez-Ruiz et al. 2017), en frutos de pimiento la
GalLDH podria estar unida a la membrana mitocondrial a través, de al menos, un
pequefio dominio transmembrana de unos 20 aminoacidos, siendo periférico el resto de
la estructura proteica (Fig. 3.1). Esta estructura pivotante podria tener un papel crucial
en la interaccidon con otras oxidasas, pudiendo esto mejorar la respiraciéon mitocondrial,
la que a su vez estaria asociada a la sintesis de ascorbato. No obstante, es necesario un
estudio mas exhaustivo sobre este tema ya que diversos autores han indicado tanto la
presencia de varias regiones intermembrana como de localizaciones periféricas para
dicha proteina (Imai et al. 1998; Siendones et al. 1999; Bartoli et al. 2000; Leferink et
al. 2008; Schertl et al. 2012).

GalL

GalLDH

NTERMEMBRANE
SPACE

Complex IV

o
0,

MATRIX

Figure 3.1. Electron fluxes in the mitochondria inner membrane in pepper fruits.
Complexes I, II, IIl and IV from the mitochondrial electron transfer chain are depicted.
GalLDH, galactono-1,4-lactone dehydrogenase. GalL, galactono-1,4-lactone. NADH DH,
dehydrogenase associated to Complex 1. UQ pool, ubiquinone pool. Cyt c, cytochrome C.
GalLDH contains a transmembrane domain (Tyr46-Pro65) and is able to provide electrons
directly to cytochrome c for reduction of oxygen at the Complex IV site. Picture taken from
Rodriguez-Ruiz et al. 2017.

La asociacion, tanto estructural como funcional, de esta proteina con el complejo

I mitocondrial (Schertl et al. 2012; Schimmeyer et al. 2016) podria estar fortalecida por
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la presencia de dominios de unidon del FAD, dominios de uniéon de FAD/FMN a
deshidrogenasas (GlcD), y por dominios de union al UDP-N-acetilmuramato de ciertas
deshidrogenasas (MurB) al extremo N-terminal de la secuencia (Rodriguez-Ruiz et al.

2017).

Recientemente se ha descrito como la presencia de este dominio de unién del
FAD al extremo al N-terminal es una caracteristica compartida con otras aldonolactonas
oxidoreductasas de diferentes plantas (Aboobucker & Lorence 2016). Esta peculiaridad
en la estructura de la GalLDH le permitiria una mejor interaccion con el citocromo C, en
el proceso de donacion de electrones desde la galactono-1,4-lactona, una vez que se ha
demostrado de forma fehaciente que el citocromo ¢ oxidado es el aceptor de electrones
resultantes de la actividad GalLDH (Millar et al. 2003; Bartoli et al. 2006; Aboobucker
& Lorence 2016; Bartoli et al. 2016)

Dentro de las enzimas involucradas en el catabolismo de ascorbato se encuentra
la ascorbato peroxidasa (APX). La APX es una enzima heminica que lleva a cabo la
primera reaccion del ciclo ascorbato — glutation y pertenece a una familia de
isoenzimas cuyo numero y distribucion varia en funcion de la especie vegetal. A nivel
subcelular, en plantas superiores, la APX ha sido descrita en el citosol, cloroplastos
(estroma y tilacoides), mitocondrias y peroxisomas (Bunkelmann & Trelease 1996;
Shigeoka et al. 2002; del Rio et al. 2003; Palma et al. 2013; Lopez-Huertas & del Rio
2014). Esta variabilidad se ve reflejada en su estabilidad, su afinidad por el sustrato o en
el tamafio molecular de las isoformas. De hecho, se ha descrito que el tamafio varia en
funcion de la localizacion subcelular, habiéndose descrito isoformas de APX con
tamafios moleculares que oscilan entre 28-37,5 kDa (Chen & Asada 1989; Ishikawa et
al. 1996; De Leonardis et al. 2000; Madhusudhan et al. 2003). Por otro lado, la
localizacion subcelular de esta enzima esta determinada por la presencia de péptidos
seflal o dominios transmembrana en las regiones N-terminal (cloroplastos y

mitocondrias) y C-terminal (peroxisomas) de la proteina (Anjum et al. 2016).

La APX es una enzima que usualmente se ha considerado parte de los sistemas
antioxidantes de la planta que participan en las respuestas a situaciones de estrés. Asi,
esta proteina ha estado asociada a procesos relacionados con estrés fotooxidativo o de
alta temperatura, aunque también se ha descrito su relevancia frente a procesos de estrés

abiotico mediados por metales pesados tales como cadmio, plomo, mercurio, etc. o
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metaloides como el arsénico (Karpinski et al. 1997; Yabuta et al. 2002; Ball et al. 2004;
Kangasjarvi et al. 2008; Koussevitzky et al. 2008; Palma et al. 2013).

Ya que el pimiento es considerado una de las fuentes de origen vegetal mas ricas
en vitamina C en nuestra dieta y que el ascorbato juega un papel esencial en la fisiologia
de los frutos, se hacen imprescindibles y merecen especial atencion las investigaciones
relacionadas con la modulacion de este antioxidante en cultivos de interés agronémico
como el pimiento. Teniendo en cuenta la relevancia tanto de la GalLDH como de la
APX en el metabolismo de dicho antioxidante se ha llevado a cabo un estudio
inmunolégico, asi como un perfil metabolico de la biosintesis y degradacion de
ascorbato en base a las rutas descritas en las figuras 10 y 12 referidas en la Introduccion

de esta Tesis Doctoral.

En esta Tesis Doctoral se ha abordado también el estudio de la potencial
modulacién que tiene el metabolismo del ascorbato por RNS, llevandose a cabo
estudios in vitro de nitracion y nitrosilacion tanto de la GalLDH como de la APX.
Finalmente, se incluyen también estudios preliminares sobre las rutas de sintesis y
degradacion del ascorbato, en los que se han analizado algunos metabolitos que han
sido descritos en otras especies vegetales. El capitulo se completa con los resultados
obtenidos en una serie de metabolitos que podrian ser de interés en la fisiologia del fruto

de pimiento al formar parte de rutas reguladoras en el metabolismo vegetal.

3.2. RESULTADOS/ RESULTS

Continuando con los trabajos realizados hasta ahora en nuestro grupo de investigacion,
en los cuales se ha llevado a cabo la caracterizacion molecular de la enzima GalLDH
(Rodriguez-Ruiz et al. 2017), y viendo el papel fundamental que ejerce esta enzima en
la biosintesis de ascorbato, en esta Tesis Doctoral se ha completado la caracterizacion
de la GalLDH, y se ha investigado la potencial modulacion de la misma, asi como de
otras enzimas implicadas en las vias catabolicas como las responsables del ciclo

ascorbato glutatién, mas concretamente la APX.

Como paso previo a dichos estudios se analiz6 el perfil de la GalLDH, asi como
del contenido de ascobato en los frutos de pimiento y su evolucion durante la

maduracion, analizandose dichos parametros tanto en los frutos verdes como en los
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rojos. La Fig. 3.2a representa los valores de actividad GalLDH obtenidos en frutos de
pimiento, observandose como en frutos rojos la actividad era ligeramente mayor que en
verdes, si bien no existian diferencias significativas entre ambos frutos ( t-Student test
p<0,05). La misma tendencia se observo en los contenidos de ascorbato donde se
obtenian mayores valores en frutos rojos frente a frutos verdes, pero sin ser diferencias
significativas (Fig. 3.2b). Se determinaron, igualmente, los contenidos de glutation
reducido y oxidado, no observandose tampoco diferencias significativas en dichos

parametros a lo largo de la maduracion.

Figure  3.2.  L-galactono-1,4-
lactone dehydrogenase activity
and ascorbate content in pepper
fruits at two ripening stages. (a)
[ GalLDH  activity. (b)  Total
ascorbate content, reduced
glutathione (GSH), oxidized
glutathione (GSSG) and
GSH/GSSG  ratio in  cultivar
California of pepper fruits. Values
represent means of  three
21 independent experiments = SEM.
Student’s t-test was applied for
0 T - comparison between green and red
Green fruit Red fruit fruits, and no significant differences

®) were observed.

_
t]
—

45 -

36 -

27 A

nmol Cyf ¢ mit! mg! protein

Ascorbate GSH GSSG

(mg/100g FW) (mg/100g FW) (mg/100g FW) GSHI/GSSG

California

. 141.2+2965 3.10+0.170 1.33+0348 5.08+1.370
(Green fruits)

California

(Red fruits ) 153.3+£6.31 287+0014 087+0203 3.36+0.333

3.2.1 Caracterizacion molecular e inmunologica de GalLDH en frutos
de pimiento

En base a los datos de la secuencia nucleotidica de la GalLDH de frutos de pimiento, y
las descritas en otras especies vegetales (Rodriguez-Ruiz et al. 2017), se elabor6é un

arbol filogenético de GalLDHs pertenecientes a plantas superiores, con el fin de
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establecer correlaciones entre ellas. La Fig. 3.3 muestra que los genes de las GalLDHs
mas cercanos a la de pimiento fueron los de la familia de las solanaceas Solanum y

Nicotiana, fundamentalmente.

s Theobroma cacao, GalDH (BAA34995.1)

s (itrs unshiu, mitochondrial GalLDH (AC092659.1)

» [pomoea batatas, GalDH (BAA34995.1)

s Nicotiana tabacum, mitochondrial-like GalDH (NP_001312485.1)

Solanum tuberosum GalDH (ACO57437.1)
0.03 _E Solanum lycopersicum GalLDH (BAC11758.1)
Capsicum annuum Mitochondrial GalLDH (NP_001311543.1)
Figure 3.3. Phylogenetic tree of the different higher plant L-galactono-1,4-lactone

dehydrogenase (GalLDH) proteins. The branch lengths are proportional to the number of
substitutions per site according to the scale depicted.

En este trabajo se procedié también a la generacioén de un anticuerpo frente a la
GalLDH de frutos de pimiento. Para ello, se utiliz6 el servicio de produccion de
anticuerpos policlonales de Sigma-Genosys. Se sintetiz6é un péptido de 15 aminoécidos
de la GalLDH de pimiento a partir de una secuencia interna consenso (AY547352)
presente  también en las otras especies relacionadas taxondmicamente
fundamentalmente de los géneros Solanum y Nicotiana. El péptido obtenido fue
DIKKNHKKFLSENKH y corresponde a los residuos entre el Asp262 y la His276. El
péptido es hidrofilico y contiene una estructura en . El péptido seleccionado se
conjugd con una proteina portadora (Keyhole Limpet Hemocyanin, KLH)) via el grupo
tiol del residuo de cisteina afiadido al extremo carboxilico del péptido seleccionado,
usando para ello el reactivo MBS (maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester). De
este modo, se us6 la construccion DIKKNHKKFLSENKH-[C]-KLH para la
inmunizacion de dos conejos mediante el protocolo de 6 inmunizaciones por conejo

(Sigma-Genosys, Cambridge, UK) que se muestra en la Tabla 3.1.
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Day Procedure

Antisera Day O Pre-Bleed, Inject in CFA

Table 3.1. Immunisation and bleed
protocol for the production of an
antibody against pepper GalLDH.

Antisera Day 14  Inject-IFA
Antisera Day 28  Inject-IFA

Antisera Day 35 Bleed The service of polyclonal antibody
Antisera Day 42 Inject-IFA production from a selected peptide of
Antisera Day 49  Bleed Sigma-Genosys (Cambridge, UK) was

used to obtain the antibody.CFA,
Complete Freund’s adjuvant; IFA,
Incomplete Freund’s adjunvant.

Antisera Day 56  Inject-IFA
Antisera Day 63  Bleed

Antisera Day 70  Inject

Antisera Day 77  Bleed (Harvest)

Tras la obtencion de este anticuerpo policlonal, se realizd una purificacién por
afinidad del mismo, tal y como se describe en el apartado 15 de Material y Métodos de
esta tesis. Los analisis realizados por EGPA-SDS de los extractos de pimiento con el
anticuerpo frente a la GalLDH mostraron una sola banda inmunoreactiva con un tamafo
de 56 kDa, tanto en fruto verde como en rojo (Fig. 3.4a). Para comprobar el efecto de la
posible interaccion del anticuerpo con la actividad de la enzima, se realiz6 un ensayo de
la misma frente a concentraciones crecientes de anticuerpo. Tal y como se aprecia en la
Fig. 3.4b, la actividad enzimatica disminuia a medida que aumentaba la concentracion
de anticuerpo.

(@) ®)

Anti-GalLDH
GF RF

100 1

90 1

80 1

70 4
-56 kDa

GalL.DH activity (%)

60 1

50
0 1/100 1/10

Dilution Anti-GalLDH

Figure 3.4. Immunological characterization of L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase
from pepper fruits. (a) Western blotting was assayed using an antibody raised against an
internal consensed sequence of GalLDH consisting in 15 amino acids. Samples (15ug/lane)
from green fruit (GF) and red fruits (RF) were analysed. (b) GalLDH activity assayed in crude
extracts from red fruits in the presence of different antibody dilutions. Activity was expressed as
percentage = SEM of the activity measured in the absence of antibody (100%) after three
independent determinations.
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% Modulacion de la GalLDH de frutos de pimiento por RNS

En trabajos recientes se ha descrito que en pimientos expuestos a atmosferas
enriquecidas con NO se producia un retraso en el proceso de maduracion, y esto podria
ir acompafiado de modificaciones en el metabolismo de algunos antioxidantes (Chaki
et al. 2015). Durante esta Tesis Doctoral se estudiaron los niveles de ascorbato en frutos
de pimiento expuestos a atmosferas enriquecidas con NO (5 ppm). Tal y como se
aprecia en la figura Fig. 3.5a, el contenido de ascorbato aumentaba significativamente
(p<0.05) por el tratamiento con NO alrededor de un 42%. Dicho patron era, por lo
general, similar al seguido por la actividad enzimatica de la GalLDH. En los pimientos
tratados con NO, la actividad GalLDH aumentaba significativamente respecto a los no
tratados, siendo este incremento de casi tres veces mas respecto al control (Fig. 3.5b).
Estos datos se correlacionaban con los obtenidos en los ensayos de PCR cuantitativa
donde se comprobd como la expresion del gen de la GalLDH aumentaba de forma
significativa en aquellos pimientos en los cuales se habia realizado la incubacién con
NO, destacando aquellos almacenados durante una semana a temperatura ambiente, tal

y como muestran los resultados de la Fig. 3.5c.

g
C)

Ascorbate content GalLDH activity
150 120

=3
S

mg 100 g FW

»n
=)
nmol eyt ¢- min'"- mg* protein

Control 1wk 2wk 1wk 2wk Control 1wk 2wk 1wk 2wk
6°C RT 6°C RT

(©) GalLDH expression
16 4

Arbitrary Units
®

Control 1wk 2wk 1wk 2wk
6°C RT

Figure 3.5. Effect of the treatment with exogenous NO gas on the ascorbate content and
the GalLDH. (a) Ascorbate content. (b) GalLDH enzyme activity. (c) Expression of the
GalLDH gene by gqRT-PC RFruits were subjected to treatment with 5 ppm NO, then
maintained at either 6°C or room temperature (RT) for 1-2 weeks, and crude extracts were
prepared for analyses. Values represent means of three independent experiments + SEM.
Differences between untreated (C) and NO-treated (red bars) plants were statistically significant
(p<0.05), where indicated by asterisks.
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La maduracion de los frutos de pimiento es un proceso caracterizado por un
aumento en los niveles de proteinas nitradas. Dicho evento era revertido al exponer a los
pimientos a atmosferas enriquecidas con NO. Esta modificacion post-traduccional,
mediada por RNS, que tiene lugar durante la maduracion, es posiblemente la
responsable de la diminucién de la actividad catalasa encontrada en frutos rojos (Chaki
et al. 2015). Con el fin de ahondar en el papel de las RNS y su efecto modulador, se
llevo a cabo el analisis de la actividad GalLDH de frutos de pimiento en presencia de

diferentes fuentes de RNS.

La incubacion de extractos de pimiento rojo con concentraciones crecientes de
SIN-1 (donador de peroxinitrito) no modifico la actividad enzimatica de la GalLDH de
forma significativa (Fig. 3.6a). De la misma forma, se realizaron incubaciones de
extractos de pimiento rojo con S-nitrosoglutation (GSNO, donador de NO), y tal como
muestra la Fig. 3.6b la actividad tampoco se veia modificada significativamente. Sin
embargo, al realizar la incubacion con glutation reducido (GSH), la actividad se inhibia

un 60% en las dos concentraciones de reactivo empleadas (Fig. 3.6c¢).

(a)

(= 7
= S

-
5
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0.0 0.1 0.5 1.0 5.0
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Figure 3.6. In vitro assays of L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase activity from pepper
fruits under nitration and nitrosylation conditions. GalLDH activity was assayed in the
presence of different concentrations of (a) 3-morpholino-sydnonimine (SIN-1, a peroxynitrite
donor), (b) S-nitrosoglutathione (GSNO, an NO donor) and (¢) reduced glutathione (GSH).
Values represent means of three independent experiments + SEM. Differences among samples
treated with SIN-1 and GSNO were not statistically significant. Treatment of samples with GSH
> (0.5 mM provoked significant activity decreases (Student’s t test, P < 0.005; n=3).
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Tras los ensayos realizados in vitro se llevo a cabo un analisis in silico, con el
fin de identificar las tirosinas y las cisteinas susceptibles de sufrir modificaciones post-
traduccionales (nitracion y S-nitrosilacion) dentro de la secuencia anteriormente descrita
para la GalLDH (Rodriguez-Ruiz et al. 2017). La tabla 3.2 muestra la posible posicién
de las tirosinas y cisteinas con probabilidad de sufrir estas PTMs, deducido en base a los

programas GPS-YNO2 1.0 y GPS-SON 1.0.

Table 3.2. Analysis in silico of the GalLDH sequence with GPS-YNO2 1.0 and GPS-SNO
1.0 programs to deduce aminoacids (Tyr and Cys) which might be potentially modified by
either nitration or S-nitrosylation.

SEQUENCE PUTATIVE CANDIDATE FOR NITRATIONAND S-NITROSYLATION
Tyr (Y) Cys (C)
Position Peptide Position Peptide
GalLDH
(586 aa) 512 ITEEFFHYRHMTQAQ 312 DAVVWVTCNPVSKLR
558 KKFPVDAYNQARNEL 416 DEILGFDCGGHQWVS

¢ Modulacion de la actividad GalLDH de frutos de pimiento por agentes
reductores y oxidantes

Se realizaron ensayos in vitro en los que se analizé el efecto de diferentes moduladores,
tanto oxidantes como reductores sobre la actividad enzimatica de la GalLDH en frutos

de pimiento rojo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 3.7. Las incubaciones realizadas
con DTT mostraban una inhibicioén significativa de la actividad (27%) solamente a
concentraciones elevadas (5 mM) (Fig. 3.7a). Sin embargo, los ensayos realizados con
N-etil-maleimida (NEM) mostraban una inhibicion progresiva de la enzima a medida
que aumentaba la concentracion de este compuesto, viéndose claramente afectada la
actividad a concentraciones de 1 y 5 mM con disminuciones del 27,3% y 37,4%,
respectivamente (Fig. 3.7b). Las medidas realizadas en las muestras incubadas con
H,0; no presentaban cambios significativos en la mayoria de las condiciones, a
excepcion de la incubacion realizada con 1 mM, donde se veia un aumento significativo

de aproximadamente un 37% respecto al control (Fig. 3.7c¢).
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Figure 3.7. In vitro assays of galactono-1,4-lactone dehydrogenase activity from pepper
fruits with reducing and oxidant agents. GalLDH activity was assayed in the presence of
different concentrations of (@) dithiothreitol (DTT), (b) N-ethylmaleimide (NEM), and (cC)
peroxide hydrogen (H,O,). Values represent means of three independent experiments = SEM.
Column values with distinct letter are significantly different (ANOVA test, p<0.05).

3.2.2. Enzimas del ciclo ascorbato-glutation: maduracion y modulacion
por RNS

<+ Maduracioén de frutos

Continuando con el analisis del metabolismo del ascorbato durante la maduracion en
frutos de pimiento, se determind la actividad enzimatica de la ascorbato peroxidasa
(APX), primera enzima del ciclo ascorbato-glutation encargada de eliminar peroxido de
hidrogeno mediante la oxidaciéon de ascorbato. Los datos obtenidos para frutos de

pimiento verde y rojo se muestran en la Fig. 3.8.
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Figure 3.8. Ascorbate peroxidase (APX) activity in sweet pepper fruits. (a)
Spectrophotometric assay of APX activity from green and red fruits. (b) Native polyacrylamide
gel electrophoresis of green and red fruits stained for APX activity. Values are means of at least
three independent experiments.*Differences were significant (Student’s t-test).GF: green fruit,
RF: red fruit.

Los datos obtenidos en el ensayo espectrofotométrico (Fig. 3.8a) mostraban un
aumento significativo (t-Student, p<0.05) de un 49% en la actividad en frutos rojos
respecto a los frutos verdes. La misma tendencia se observaba al analizar la actividad
mediante geles nativos. La Fig. 3.8b muestra la actividad APX tras EGPA nativa para
muestras de pimiento verde y rojo. En dicha figura se aprecian 5 isoenzimas,
denominadas APX I, APX II, APX III, APX IV y APX V en base a su movilidad
electroforética creciente. Los geles mostraban mayor intensidad en las isoenzimas APX
[-APX III correspondientes a las muestras de frutos rojos, mientras que la APX IVyV

fueron mayores en los frutos verdes.

Las actividades del resto de componentes enzimaticos del ciclo ascorbato-
glutation, que incluyen la monodeshidroascorbato reductasa (MDAR), la
deshidroascorbato reductasa (DAR) y la glutation reductasa (GR) fueron analizadas
tanto en frutos inmaduros (verdes) como en frutos maduros (rojos) (Fig. 3.9). Tanto la
actividad MDAR como la GR fueron superiores en pimientos rojos en comparacion con
los verdes, produciéndose incrementos significativos del 39% y del 38%
respectivamente (Fig. 3.9a y c). Sin embargo, la DAR presentaba un comportamiento
distinto, disminuyendo ligeramente, aunque de forma significativa en los pimientos

maduros rojos frente a los inmaduros verdes (Fig. 3.9b).
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Figure 3.9. Activity of the ascorbate-glutathione cycle enzymes in pepper fruits during
ripening. (a) Monodehydroascorbate reductase activity (b) Dehydroascorbate reductase activity
(¢) Glutathione reductase activity. Values are means + SEM of at least of three independent
experiments. (*) asterisks denote differences significant by Student’s t test analysis p<0.05.

« Efecto del 6xido nitrico in vivo en las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation

Para estos ensayos se siguid el disefio experimental mostrado anteriormente en el

Capitulo 1, referido a la accion del NO sobre las peroxidasas de pimiento.

El andlisis de la actividad APX en los frutos tratados con atmosferas
enriquecidas en NO mostraba un ligero incremento frente a los que no habian sido
tratados, destacando sobre todo aquellos que se habian almacenado durante dos semanas
a 6°C en los que el incremento era de un 37% con respecto a las condiciones control
(Figura 3.10). Sin embargo, en el resto de las condiciones analizadas estas diferencias

no eran estadisticamente significativas (ANOVA p>0.05).
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Figure 3.10. Effect of exogenous NO gas treatment on APX activity of sweet pepper fruits.
APX enzyme activity was analysed espectrophotometrically. Crude extracts from fruits
subjected to NO treatment were prepared for analyses. Values represent means of three
independent experiments = SEM. Column values with distinct letters are significantly different (
ANOVA test p<0.05).

Asimismo, se determinaron las actividades GR y DAR en aquellos pimientos
sometidos a atmosferas enriquecidas en NO (5 ppm). La Fig. 3.11 muestra el efecto de
dicho tratamiento sobre estas enzimas en las diferentes condiciones de almacenamiento.
La actividad DAR aumenta considerablemente en todos los tratamientos a excepcion de
aquellos pimientos almacenados a baja temperatura durante dos semanas, que no
presentan variacion respecto al control (Fig. 3.11a). La actividad GR, sin embargo, no
se ve afectada de forma significativa en los pimientos tratados, produciéndose una
mayor disminucion de la actividad (p<0,05) en aquellos pimientos tratados y
almacenados a temperatura ambiente durante una semana (Fig, 3.11b, 1 wk, RT).
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Figure 3.11. Effect of exogenous NO gas treatment on the activity of ascorbate-glutation
cycle enzymes. Spectrophotometric assay of dehydroascorbate reductase activity (a) and
glutathione reductase activity (D) in fruits subjected to treatment with NO. Columns with
different letters show significant differences with each other by ANOVA analysis. Values are
means + SEM at least of three independent experiments.
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7

*» Modulacion in vitro de la ascorbato peroxidasa por RNS

El andlisis del comportamiento de la APX frente a diferentes donadores de NO y
ONOO'’ se muestra en la Fig. 3.12. El tratamiento de extractos de pimiento rojo con
concentraciones crecientes de SIN-1 produjo una inhibicion progresiva de la actividad
enzimadtica, llegando a una inhibicidn de practicamente el 100% en las incubaciones con
5 mM de SIN-1 (Fig. 3.12a). El tratamiento con GSNO presentd unos resultados
similares, provocando la inhibicién de la actividad enzimatica a medida que se
aumentaba la concentracion del donador, llegando a una inhibicion de aproximadamente
el 83% en concentraciones de 2 mM de GSNO (Fig. 3.12b). La actividad APX se veia
menos afectada con los tratamientos realizados con GSH. Tal y como se aprecia en la
Fig. 3.12¢c, la actividad se veia ligeramente inhibida a medida que aumentaba la
concentracion de GSH, siendo significativa dicha inhibicién a la concentracion de 2

mM.
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Figure. 3.12. In vitro assays of ascorbate peroxidase activity from pepper fruits under
nitration and nitrosylation conditions. APX activity was assayed in the presence of different
concentrations of (@) 3-morpholino-sydnonimine (SIN-1, a peroxynitrite donor), (b) S-
nitrosoglutathione (GSNO, an NO donor) and (¢) reduced glutathione (GSH). Values represent
means of three independent experiments + SEM. *Differences were significant (ANOVA).
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3.2.3 Metabolitos implicados en la sintesis y degradacion de ascorbato
en frutos de pimiento y otros metabolitos de interés: efecto del NO

Con el fin de evaluar el perfil metabdlico durante la maduracion de los frutos de
pimiento asi como en aquellos sometidos a incubaciones con 6xido nitrico, se llevo a
cabo el analisis de diferentes metabolitos relacionados con la biosintesis y degradacion
de ascorbato, junto con el de otros metabolitos implicados en los mecanismos de
respuesta y proteccion antioxidante mediante la técnica que combina la cromatografia

de gases con la espectrometria de masas (GC-MS).

En todos los resultados se representa la Abundancia Relativa del Metabolito
(RMA, realtive metabolite abundance), que corresponde a la relacion entre el area
obtenida para cada metabolito en los respectivos cromatogramas con respecto a los
estandares internos, en base al peso fresco del material empleado para los analisis.
Aquellos resultados en los cuales se realizd un analisis cuantitativo, los valores

representados se expresaron como mg del metabolito / gramos de peso fresco de fruto.

« Metabolitos de sintesis de ascorbato.

Uno de los azucares estudiados que estd muy relacionado con la biosintesis de ascorbato
es la galactosa. La Fig. 3.13a muestra que, durante la maduracion, la galactosa se
incrementaba en 27% respecto al pimiento verde. Por otro lado, los analisis realizados
con los pimientos tratados con NO, segin el disefio experimental descrito
anteriormente, muestran cémo los niveles de galactosa disminuian drasticamente
cuando los pimientos eran sometidos al tratamientos con dicho gas y, posteriormente,
eran almacenados durante una semana a baja temperatura. Sin embargo, en el resto de
condiciones este metabolito no presentaba cambios significativos respecto al control

(Fig. 3.13b).

163



Capitulo 3/ Chapter 3

CHa0H

F@“ Galactose
(@ "

2 - a Figure 3.13. Galactose content during

pepper fruit ripening and in fruits

b treated with NO gas. The variations in
< the content of galactose during pepper
Z 1 ripening (&) and in fruits sujected to NO
treatment (D). Galactose content was
analysed by gas chromatography-mass
spectrometry  (GC-MS). Values are
) 0 r means = SEM at least three different
2 1 Green fruit - Red fruit experiments. Columns with different
a letters denote significant differences

a
d
L5 A a compared  with  control  samples
(ANOVA) (p<0.05). RMA, relative
metabolite abundance; wk, week; RT,
b room temperature.
0 r r . .

Control 1wk 2wk 1wk 2wk

RMA
ol

6°C RT

Otros de los metabolitos analizados durante la maduracion y en los pimientos
sometidos a tratamiento con NO fue el poli-alcohol mio-inositol, ya que es un elemento
esencial en una de las rutas de biosintesis de ascorbato en plantas, segun se describid
anteriormente. Los resultados mostrados en la Fig. 3.14 representan la abundancia
relativa de este metabolito durante la maduracion y durante las diferentes condiciones
de aquellos pimientos sometidos a tratamiento con NO. Los niveles de mio-inositol
aumentaban alrededor del 23% en pimientos rojos respecto a pimiento verdes (Fig.
3.14a), siguiendo la misma tendencia que la galactosa. Cuando se analizaba la
modulacion de este metabolito en los pimientos tratados con NO, se observaba como en
aquellos pimientos almacenados a baja temperatura el nivel de mio-inositol disminuia
significativamente durante la primera semana, recuperandose los niveles a la segunda
semana. Aquellos pimientos tratados y almacenados a temperatura ambiente, veian
incrementados los niveles de este metabolito respecto al control tanto a la primera como

a la segunda semana (Fig. 3.14b).
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s Metabolitos relacionados con la degradacion de ascorbato.

Entre los metabolitos resultantes de la degradacion de ascorbato, seglin lo descrito en
otras especies vegetales, se analiz6 el contenido del deshidroascorbato (DHA) durante
el proceso de la maduracidn, asi como en aquellos pimientos que habian sido incubados
con NO (Fig. 3.15). Los datos representados en la Fig. 3.15a muestran la variacion del
contenido de DHA entre pimiento verde y rojo, donde se aprecia como el contenido de
DHA aumenta drasticamente alrededor de un 40% durante el proceso de la maduracion,
alcanzando los niveles superiores en frutos rojos respecto a los frutos verdes (t de
Student, p< 0,05). Este aumento en el contenido de DHA en frutos rojos podria estar
relacionado con la disminucién observada en la actividad enzimatica DAR en estos
frutos. El analisis realizado en pimientos sometidos a incubacion con NO se muestra en
la Fig. 3.15b. En este caso destaca la disminucion progresiva en el contenido de
deshidroascorbato en aquellos pimientos tratados con NO en comparaciéon de los
control, a excepcion de los pimientos almacenados a temperatura ambiente durante dos
semanas, en los cuales no se mostraban cambios aparentes. La disminucion observada
en los pimientos tratados fue similar en todos ellos, oscilando esta disminucién entre un

27-30% con respecto al control.
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Otro de los compuestos relacionados en el catabolismo del ascorbato y con
nautraleza aminoacidica sobre el que se realizd el analisis del perfil metabolico fue la
treonina, representado en la Fig. 3.16. Dichos analisis mostraban como durante la
maduracion, el contenido de treonina aumentaba un 35% en pimientos rojos en
comparacion con los pimientos verdes (Fig. 3.16a). Los resultados obtenidos en los
pimientos sometidos a tratamiento con NO sufrian un incremento en todas las
condiciones de almacenamiento respecto al control. Asi, se aprecia como a la semana de
tratamiento, tanto a baja temperatura como a temperatura ambiente, el aumento es
similar. Sin embargo, en aquellos pimientos almacenados durante dos semanas el
incremento de este metabolito era superior en aquellos frutos tratados con NO vy
almacenados a temperatura ambiente, siendo este incremento de mas del doble respecto

al control (Fig. 3.16b).
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* Metabolitos de interés en la maduracion de los frutos de pimiento

Durante la puesta a punto del método de deteccion por GC-MS de los compuestos
relacionados con el metabolismo del ascorbato, se acometié a la vez la posibilidad de
detectar otros metabolitos de naturaleza glucosidica o aminoacidica que pudieran ser de
interés en la fisiologia del fruto de pimiento durante la maduracion, por las
implicaciones reguladoras que tienen. Asi, entre los principales azucares que se
investigaron, se analizad el contenido de fructosa, glucosa y sacarosa, como se
representa en las Fig. 3.17. Los contenidos tanto de fructosa (Fig.3.17a) como de la
glucosa (Fig. 3.17b) presentaban un patron similar durante la maduracion, siendo los
niveles en pimiento rojo superior en mas de un 50% a los niveles de pimiento verde. El
patron de ambos azucares volvia a coincidir en en los pimientos tratados con NO. De
hecho, en los pimientos sometidos a tratamiento y almacenados a baja temperatura
durante una semana (Figs. 3.17c y 17d), disminuia el contenido de los azlcares de
forma significativa (p<0,05). Sin embargo, estos niveles se mantenian e incluso
aumentaban (20%) en aquellos pimientos sometidos a tratamiento y almacenados
durante dos semanas (Figs. 3.17c y 17d), siendo este aumento significativo con respecto

a los pimientos control para ambos metabolitos. Por otro lado, la sacarosa mostraba un
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perfil completamente opuesto (Fig. 3.17¢). Mientras que en los pimientos tratados y
almacenados a baja temperatura durante la primera semana el contenido de sacarosa
aumentaban significativamente (20%), en los pimientos sometidos a las otras
condiciones de almacenamiento, el contenido de sacarosa disminuia drasticamente
llegando a wuna reduccion de aproximadamente un 67,3% en aquellos frutos

almacenados a temperatura ambiente durante dos semanas.
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Figure 3.17. Metabolism of sugars during ripening of fruits and in samples treated with
NO gas. Relative sugars abundance during pepper ripening (@, b) and in fruits sujected to NO
treatment (C, d, €) were analysed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Values
are means £ SEM at least three different experiments. Columns with different letters denote
significant differences compared with control samples (ANOVA) (p<0.05). RMA, relative
metabolite abundance; wk, week; RT, room temperature.
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Asimismo se analizaron otros metabolitos complementarios y que incluian al
acido y-amino butirico (GABA), la cisteina (Cys), la metionina (Met) y el acido

glutamico (Glu).

El analisis del aminoacido no proteico GABA durante la maduracion en
muestras de pimiento verde y rojo mostrd6 como los niveles de este aminoacido
disminuian un 31% durante la maduracion (Fig. 3.18a). Teniendo en cuenta la
importancia de dicho aminoacido en los mecanismos de respuesta a estrés, se realizé un
analisis cuantitativo de este metabolito en los pimientos que habian sido sometidos a
tratamiento con NO. La Fig. 3.18b muestra los resultados obtenidos para el GABA
durante dicho tratamiento. Tal y como se aprecia en la grafica, estos valores
aumentaban considerablemente respecto al control en todas las condiciones del
tratamiento, destacando, los valores obtenidos en los frutos sometidos a tratamiento y
almacenados durante dos semanas, donde el incremento del GABA con respecto al

control era de casi 3 veces mas.
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Otro de los aminoacidos seleccionados para su analisis fue el acido glutamico:
Los resultados obtenidos en frutos de pimiento se muestran en la Fig. 3.19. La
abundancia relativa de este metabolito era dos veces inferior en pimientos rojos (46,7%)
que en verdes (Fig. 3.19a). Por otro lado, los analisis realizados en los pimientos
tratados con NO mostraban un incremento de acido glutamico en todas las condiciones

respecto al control, produciéndose incrementos de casi el doble en la mayoria de los

casos (Fig. 3.19b).
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Otro de los aminoacidos esenciales analizados durante el tratamiento de los
pimientos con NO fue la metionina (Met). La Figura 3.20 muestra que los niveles de
Met aumentan gradualmente con los tratamientos, produciéndose un incremento

dréstico y significativo (p<0,05) de casi 10 veces mas en los pimientos tratados con NO

Figure 3.19. Glutamic acid
content during pepper fruit
ripening and in fruits treated
with NO gas. The variations in the
levels of glutamic acid during
pepper ripening (a) and in fruits
sujected to treatment (b). Glutamic
acid content was analysed by gas
chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). Values are means = SEM
at least three different experiments.
Columns with different letters
denote  significant  differences
compared with control samples
(ANOVA) (p<0.05). RMA, relative
metabolite abundance; wk, week;
RT, room temperature.

y almacenados durante dos semanas a temperatura ambiente.
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Figure 3.20. Relative methionine content in fruits subjected to treatment with NO gas.
Methionine variations between treatment conditions were determined by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS). Values are means + SEM at least three different experiments.
Columns with different letters denote significant differences compared with control samples
(ANOVA) (p<0.05). RMA, relative metabolite abundance; wk, week; RT, room temperature.

Por ultimo, se estudiaron los niveles de cisteina (Cys), realizandose un analisis
cuantitativo de la misma durante las distintas condiciones ensayadas. En la Fig. 3.21 se
observa que el contenido de cisteina era relativamente bajo en las condiciones iniciales
(Control), sin producirse variaciones durante la primera semana en ninguna de las dos
condiciones de almacenamiento tras la incubacion con NO. Sin embargo, a las dos
semanas de almacenamiento, tanto a baja temperatura como a temperatura ambiente, se

producian incrementos drésticos del 4 veces mas y 30 veces respectivamente.
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Figure 3.21. Cysteine content in fruits subjected to treatment with NO gas. Cysteine
variations between treatment conditions were determined by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). Values are means = SEM at least three different experiments.
Columns with different letters denote significant differences compared with control samples
(ANOVA) (p<0.05). RMA, relative metabolite abundance; wk, week; RT, room temperature.
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3.3 DISCUSION/ DISCUSSION

Debido a la importancia de la GalLDH en la biosintesis de ascorbato, durante este
trabajo se ha completado la caracterizacion bioquimica y molecular que ya se inicid
anteriormente, segin se describe en un trabajo reciente (Rodriguez-Ruiz et al. 2017).
Con el fin de obtener una vision global de la regulacion de los niveles de ascorbato,
también se han analizado algunas enzimas claves del metabolismo de este antioxidante
como son las que forman parte del ciclo ascorbato-glutation, y que incluyen a la APX,
la DAR, la MDAR, y la GR. Para ello, se ha estudiado en todas ellas su evolucion

durante el proceso de maduracion y en atmosferas enriquecidas con 6xido nitrico (NO).

La secuencia de aminoacidos de la GalLDH mostr6 altas similitudes con otras
GalLDHs descritas anteriormente y pertenecientes a la familia de las Solanaceas, tales
como la de tabaco (N. tabacum; Yabuta et al. 2000) y tomate (L. esculentum; Pateraki et
al. 2004). Este alto grado de similitud en las secuencias entre tomate y pimiento ha
permitido que las herramientas moleculares desarrolladas en tomate se puedan aplicar
de manera eficiente y fiable para estudiar procesos moleculares que tengan lugar

durante la maduracion del pimiento (Moore et al. 2005; Alos et al. 2013).

En la mayoria de los casos descritos la forma monomérica de la GalLDH
consiste en una secuencia compuesta de 580-590 aminodcidos (incluyendo el péptido
sefial mitocondrial), dando lugar a un polipéptido de aproximadamente 56 kDa. Esto se
corresponde con el tamafio obtenido en pimiento verde y rojo tras los ensayos por
inmunoblot con el anticuerpo descrito en esta Tesis Doctoral. Las diferencias
encontradas entre la expresion del gen y la actividad enzimatica de la GalLDH sugieren
que esta proteina es una pieza clave en la modulacion de la fisiologia del pimiento.
Ademas de esta regulacion post-transcripcional que tiene lugar en los pimientos tratados
con NO segutn se deduce de la Fig. 3.5 de esta Tesis Doctoral, se ha observado que otro
tipo de control tanto a nivel traduccional como post-traduccional puede estar teniendo
lugar durante las fases de transicion entre la floracion y la formacion del fruto
(Rodriguez-Ruiz et al. 2017). Estos autores comprobaron que en la floracion aumenta el
nivel de transcritos de GalLDH, sin que ello se tradujera en una mayor actividad de la
enzima (Fig. 3.22), lo que hacia pensar que estos transcritos podrian expresarse
posteriormente en el fruto, donde la GalLDH juega un papel esencial y donde se

encargara de la sintesis de ascorbato (Palma et al. 2015).
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Figure 3.22. Galactono — 1, 4 —lactone dehydrogenase activity and gene expression in
different organs of pepper plants. A, GalLDH activity. B, GalLDH gene expression
determined by qRT-PCR. Reproduced from Rodriguez- Ruiz et al. 2017.

El ascorbato es una molécula de pequefio tamafio y con gran capacidad para
transportarse entre tejidos de manera que, a pesar de que los frutos de pimiento tienen la
cualidad de sintetizar ascorbato a través de la GalLDH, este antioxidante puede venir
suministrado por otras fuentes, como son las hojas y los tallos en los que la actividad de
la enzima es alta (Franceschi & Tarlyn 2002; Lorence et al. 2004; Tedone et al. 2004;
Gautier et al. 2009; Massot et al. 2012; Bartoli et al. 2016; Rodriguez-Ruiz et al. 2017).
Esta capacidad de transporte explicaria el diferente comportamiento encontrado entre
los distintos organos estudiados asi como las diferencias observadas en las actividades
enzimaticas y la expresion del gen en las plantas de pimiento (Rodriguez-Ruiz et al.
2017). La expresion regular del gen durante los procesos de desarrollo y maduracion en
los frutos de pimiento permitiria la continua renovacion de la enzima, ya que, tal y
como se especifico anteriormente, esta enzima es muy variable y contribuye tanto al
mantenimiento como al incremento de los niveles de ascorbato. Este papel en la
regulacion de los niveles de ascorbato se ha observado también durante el desarrollo y

maduracion de frutos en especies como tomate (Badejo et al. 2012; Mellidou et al.
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2012), melon (Pateraki et al. 2004), naranja (Yang et al. 2011), acerola (do Nascimento
et al. 2005; Badejo et al. 2009) y fresa (do Nascimento et al. 2005), entre otras.

En la regulacion de los niveles de ascorbato, no solo la GalLDH es un factor
importante, sino que el aporte de moléculas como la GDP-manosa y la L-galactosa-1P,
que intervienen en las etapas anteriores de la ruta de biosintesis, también son
consideradas claves en la regulacion de ascorbato. En dicho proceso intervienen
enzimas como la GDP-D-manosa-pirofosforilasa (GMP, VTC1) o la GDP-L-galactosa
fosforilasa (GGP, VTC2), también consideradas de vital importancia en esta ruta
biosintética. De hecho, se ha descrito como mutantes de Arabidopsis deficientes en
estos dos genes (vtcl y vtc2) no son viables (Conklin et al. 1999; Alhagdow et al. 2007;
Dowdle et al. 2007; Linster & Clarke 2008; Bartoli et al. 2016). No obstante, estas vias

aun no han sido investigadas en los frutos de pimiento.

Hasta ahora los trabajos relacionados con el efecto del NO  sobre el
metabolismo antioxidante han sido relativamente escasos en plantas. Por otra parte, la
modulacion de antioxidantes como el ascorbato provocada por RNS tampoco ha sido
muy estudiada, y su abordaje en plantas de interés agrondmico ha sido practicamente
nulo. Sin embargo, este tema esta despertando la atencion en especies como el pimiento,
donde el metabolismo de ascorbato es fundamental para la maduracion de este fruto
(Palma et al. 2015), y donde se ha observado que el tratamiento con NO sobre frutos de
pimiento provocaba un retraso en la maduracion y modulaba la actividad de algunos
antioxidantes enzimaticos como es la catalasa (Chaki et al. 2015). Dos de las dianas
fundamentales para investigar la modulacion de ascorbato por RNS, GalLDH y APX,
jugando ests ultimo un papel fundamental en el mantenimiento del estado redox en las

células vegetales (Gallie 2013; Massot et al. 2013).

Durante este capitulo se ha abordado y estudiado el efecto de NO sobre los
niveles de ascorbato en frutos de pimiento asi como el efecto sobre la actividad de las
posibles PTMs (nitracion y S-nitrosilacion) que pueden estar teniendo lugar en enzimas
como la GalLDH y la APX. Asimismo, se ha estudiado dicho efecto en el resto de

enzimas (MDAR, DAR y GR) del ciclo ascorbato-glutation.

Nuestros resultados indican que el tratamiento directo de NO sobre frutos de
pimiento genera aumentos significativos en los niveles de ascorbato (40%). Estos datos

son de gran relevancia, no solo por la importancia de este antioxidante a nivel
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metabolico y desde el punto de vista molecular, sino a nivel nutricional, debido a que el
pimiento es uno de los frutos mas consumidos a nivel mundial. La biosintesis y los
niveles de ascorbato en plantas vienen condicionados por factores como la luz
(Smirnoff 2000; Tamaoki et al. 2003; Gautier et al. 2009; Bartoli et al. 2016), y varia
durante procesos como el desarrollo, senescencia (Bartoli et al. 2000), germinacion
(Pallanca & Smirnoff 1999), maduracion de frutos (Jiménez et al. 2002; Agius et al.
2003; Pateraki et al. 2004; Palma et al. 2015; Bartoli et al. 2016) y floracién (Barth et
al. 2006), indicando esto, que el estado redox de la célula es fundamental para cada uno
de estos procesos (Wolucka & Van Montagu 2003; Mateos et al. 2009). Se ha visto que
factores como la luz y la temperatura interaccionan modulando los niveles de ascorbato
en frutos de tomate, asi como de las enzimas implicadas en la biosintesis y regeneracion
del mismo (Massot et al. 2013). Nuestros resultados ponen de manifiesto que el NO y la
temperatura también podrian estar interaccionando, provocando la modulacion de este
antioxidante en frutos de pimiento. Las procesos de conservacion y procesado pueden
afectar a los contenidos de ascorbato en frutos (Martinez et al. 2005; Melino et al.

2009), por lo que el estudio y la mejora de técnicas de post-cosecha es esencial.

Procesos como la respiracion celular también pueden controlar la sintesis de
ascorbato en plantas, y para una biosintesis adecuada es preciso que el flujo de
electrones a través del complejo I en la cadena respiratoria mitocondrial sea adecuado
(Millar et al. 2003). Enzimas involucradas en la sintesis de ascorbato en plantas como la
GDP-manosa-3,5-epimerasa, son sensibles al estado redox de la célula y son inhibidas
por NAD(P)H (Wolucka & Van Montagu 2003). Otras de las enzimas que se ve
afectada por el estado redox es la L-galactosa deshidrogenasa (GalDH). En el caso de
esta ultima, se ha comprobado como esta enzima esta regulada por la forma reducida
del ascorbato y no por su forma oxidada, siendo esto esencial para el correcto
funcionamiento de la ruta (Mieda et al. 2004). De la misma forma, tal y como sugieren
nuestros resultados in vitro, los niveles de ascorbato en frutos de pimiento estaban
condicionados por el estado redox existente alrededor de esta enzima, ya que esta era

inhibida por GSH.

El NO esté involucrado en procesos de crecimiento y desarrollo, germinacion de
semillas, crecimiento de raices principales y secundarias, senescencia, regulacion del
crecimiento del tubo polinico, floracién, maduracion de frutos y respuesta de defensa

frente a estreses abioticos y bidticos (Lamattina et al. 2003; del Rio et al. 2004; Shapiro
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2005; Airaki et al. 2015). En muchos de estos procesos, donde también influye el
ascorbato, el NO y el ascorbato podrian interactuar entre ellos provocando una respuesta
de la planta mas adecuada. Se ha descrito como el NO modula procesos fisiologicos a
través de PTMs mediadas por RNS, participando de este modo en eventos de
sefalizacion celular. La mayor parte de las PTMs de proteinas mediadas por RNS se
produce por la unidon a metales, nitrosilacion de grupos tioles y nitracion de tirosinas u
otros aminoacidos (Gow et al. 2004). En nuestro modelo, los altos niveles de ascorbato
obtenidos en los pimientos tratados con NO parecen estar modulados a nivel
transcripcional en vez de a nivel post-traduccional, tal y como muestran los ensayos
sobre PTMs mediados por RNS realizados con la GalLDH. Por lo tanto, los valores de
expresion y actividad obtenidos para la GalLDH podrian ser los responsables del
contenido de ascorbato en los pimientos sometidos a tratamiento aunque no se puede
descartar una regulacion por parte de la APX. De hecho, los ensayos realizados sobre la
APX revelaban cémo la actividad de esta enzima se veia afectada por RNS, como se
observod en los ensayos sobre nitracion (SIN-1) o S-nitrosilaciéon (GSNO) de la misma.
En trabajos recientes, como los de Begara-Morales et al. (2014) realizados en guisante,
se observd como esta enzima esta afectada por estas dos modificaciones post-
traduccionales. Posteriormente, se observo como enzimas involucradas en el ciclo AsA-
GSH, como la MDAR también se veia afectada por la nitracién y la nitrosilacion,
detectandose una inactivacion de la MDAR, y comprometiendo asi la capacidad
antioxidante del ciclo. Sin embargo, la actividad glutation reductasa (GR) no se veia
afectada por ninguna de las moléculas derivadas de NO que median estas PTMs
(Begara-Morales et al. 2015). Investigaciones recientes, en las que se trabaja en lineas
de tomate cherry (Solanum lycopersium L.) con el gen de la MDAR silenciado, han
puesto de manifiesto la importancia de esta enzima en procesos de crecimiento y
desarrollo, fotosintesis y metabolismo de los carbohidratos (Truffault et al. 2016). En el
caso de la GR, que no se veia modificada por ninguna de las PTMs, podria ser un
mecanismo para mantener los niveles de GSH y por tanto del estado redox celular. No
obstante, es necesario el estudio de otras enzimas claves en el metabolismo del
ascorbato, tal como se ha mencionado anteriormente (GMP, GGP y GalDH) para
obtener una vision completa de la modulacion de este antioxidante en frutos de

pimiento.
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Por otro lado, para nuestro conocimiento, en esta Tesis Doctoral se aportan, por
primera vez, resultados sobre los niveles de metabolitos implicados en la sintesis y
degradacion de ascorbato (galactosa, mio-inositol, y treonina, respectivamente) en
pimiento, asi como de otros metabolitos de interés desde el punto de vista de regulacion
metabolica (GABA, cisteina, metionina y acido glutamico). Anteriormente, se han
estudiado alguno de estos metabolitos de sintesis y degradacion de ascorbato en tomate
y se ha analizado su evolucion en los frutos tras diversos tratamientos (Gautier et al.
2013; Massot et al. 2013; Truffault at al. 2013,2017). Si bien la ruta de biosintesis de
ascorbato estd bien establecida, tanto a nivel de las enzimas participantes, como de los
metabolitos que éstas generan, la ruta de degradacion estd muy poco estudiada, y ain no
se sabe con certeza cudles son las etapas totales que constituyen dicha via. En pimiento,
y dada la relevancia del ascorbato en la fisiologia de los frutos, es fundamental llegar a
conocer la ruta de degradacion completa, ya que de ello va a depender la homeostasis
del ascorbato. Esta Tesis Doctoral es por tanto, una contribucion pionera al abordaje del

catabolismo del ascorbato en los frutos de pimiento.

En relacion al resto de metabolitos estudiados, los resultados muestran que estos
pueden desempefiar una funcion importante en la maduracion de los frutos de pimiento,
asi como en la respuesta frente al tratamiento con NO y en las etapas de post-cosecha.
No obstante, y dada la escasez de datos a este respecto, seria deseable que nuevas

investigaciones abordasen estos estudios.
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4.1 INTRODUCCION/ INTRODUCTION

El objetivo de este estudio fue el andlisis comparativo de la actividad GSNOR, asi como
la expresion a nivel de su proteina y del gen, en frutos de pimiento verde y rojo, ademas
de frutos tratados con atmosferas enriquecidas con NO. Asimismo, se analizo el
contenido de S-nitrosotioles (SNOs) proteicos y, por tanto, de proteinas susceptibles de
sufrir posibles cambios post-traduccionales, como la S-nitrosilacion.

El 6xido nitrico (NO), como ya se indico en la introduccién, es un gas,
involucrado de forma directa o indirecta en numerosos procesos fisiologicos de las
plantas tanto en condiciones ambientales dptimas como en situaciones de estrés (Corpas
et al. 2011; Domingos et al. 2015; Sanz et al. 2015). A partir del NO se forman
moléculas derivadas como el S-nitrosoglutation (GSNO), peroxinitrito (ONOO),
didéxido de nitrogeno (NO;) o acido grasos nitrados (NO,-FA), entre otras, las
denominadas especies de nitrogeno reactivo (RNS) (Corpas 2017; Mata-Pérez et al.
2017). Por otro lado, el NO participa en procesos de oxidacion-reduccion los cuales
pueden afectar a las vias de transduccion de sefiales donde las RNS juegan un papel
fundamental. En muchos casos, la regulacion de los procesos fisioldgicos tiene lugar a
través de modificaciones post-traduccionales (PTMs) en las proteinas, principalmente
nitracion y S-nitrosilacion (formalmente designada S-nitrosacion) (Astier et al. 2012b;
Corpas et al. 2013b; Begara-Morales et al. 2016; Zaffagnini et al. 2016) que intervienen
en los mecanismos de sefalizacion celular (Ischiropoulos & Gow 2005; Corpas &
Barroso 2014; Domingos et al. 2015).

Casi todos los estudios de nitracion de proteinas en plantas se han realizado
sobre la nitracion de tirosina (Tyr-NO,), que se produce en uno de los dos carbonos en
posicion orto de un residuo de dicho aminoacido (Gow et al. 2004). Esta modificacion
puede estar mediada por peroxinitrito, que es generado por la reaccion entre dos
moléculas radicales, el NO y el radical superoxido (O,7), pero también puede estar
mediada por la participacion de NO, producido por la reaccion de H,O, y nitrito (NO; )
en presencia de hemoperoxidasas (Souza et al., 2008; Corpas et al., 2013b). La nitracion
no es un proceso aleatorio ya que depende de ciertos factores como ya se indico en el
apartado 6.4 de la Introduccion. La nitracion de los residuos de tirosina es considerada
un proceso irreversible que generalmente da lugar a la inhibicion de la funcion de la

proteina afectada (Radi 2004; Souza et al. 2008; Begara-Morales et al. 2013; Radi
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2013a; Mata-Pérez et al. 2017). En la tltima década, los estudios sobre la nitracion de
proteinas en plantas han ido aumentando gradualmente y, hasta ahora ha sido aceptado
que existe un nivel de nitracion endogena que puede tener cierta relevancia, en los
procesos que requieran una regulacion. No obstante, un aumento en el contenido de
proteinas nitradas bajo condiciones de estrés celular podria ser considerado un marcador
fidedigno de estrés nitrosativo (Radi 2004; Corpas et al. 2007; Corpas et al. 2008b;
Souza et al. 2008; Astier & Lindermayr 2012; Begara-Morales et al. 2013; Radi 2013b;
Corpas et al. 2015), de igual manera que la oxidacion de proteinas es considerado como
un marcador de estrés oxidativo. Estudios relacionados con esta modificacion han
demostrado e identificado la presencia de proteinas que sufren nitracion de tirosina bajo
condiciones fisiologicas en plantas de girasol (Helianthus annuus) (Chaki et al. 2009b),
Arabidopsis thaliana (Lozano-Juste et al. 2011), o naranjo amargo (Citrus aurantium)
(Tanou et al. 2012). En el caso de semillas de arroz (Oryza sativa) y de tabaco
(Nicotiana tabacum) se observo como, en condiciones Optimas, la nitracion de la a-
tubulina provocaba la inhibicion de la division celular y por tanto del crecimiento
celular (Jovanovic et al. 2010). Otros analisis realizados en diferentes Organos de
guisante (Pisum sativum L.) durante distintos estadios de desarrollo hasta la senescencia
indican que cada érgano presenta un patrén especifico de nitracion (Begara-Morales et
al. 2013). En el caso del pimiento (Capsicum annuum L.) se ha observado como el
patron de proteinas nitradas también cambiaba a lo largo de la maduracion,
detectandose que el nimero de proteinas que sufrian esta modificacion aumentaba

durante dicho proceso (Chaki et al. 2015).

La S-nitrosilacion o S-nitrosacion consiste en la uniéon de NO a un grupo tiol
(-SH) de un residuo de las cisteina presentes en proteinas o péptidos (Fig. 4.1). Esta
PTM, al ser reversible, es considerada como la que puede tener un mayor repercusion
en la sefalizacion mediada por el NO (Corpas et al. 2015). Dentro de los residuos de
Cys presentes en una proteina, s6lo unos pocos son susceptibles de ser diana de la S-
nitrosilacion. Dicha especificidad puede estar condicionada, entre otros factores, por el
medio en el cual se encuentre la proteina, ya sea acido o basico (Stamler et al. 2001;
Foster et al. 2003; Astier & Lindermayr 2012). Este es un proceso especifico y
reversible que modula diversas funciones biologicas y fisioldgicas, pudiendo alterar la
funcion y la actividad de diferentes proteinas. La reversibilidad es debida a que el S-NO

formado es altamente 1abil debido a la sensibilidad que muestra ante el estado redox
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celular y también a la luz, por lo que la presencia de agentes reductores como el
glutation (GSH), ascorbato, e incluso iones metalicos, pueden favorecen Ia
desnitrosilacion  (Fig. 4.1) (Astier et al. 2011). Por lo tanto, la S-
nitrosilacion/desnitrosilacion son procesos dinamicos en los cuales estan involucradas
las RNS, agentes reductores y enzimas relacionadas con el metabolismo redox (Astier et

al. 2011)

Substrate for S-Nitrosylation

SH
T T
S-Nitrosylatin -
Age:ts ¢ Light, Redox
NO*, NO*, NO, changes Reducing agents
(GSH, ascorbate,
( \ reduced metal ions)
Enzymatic Er-\zymatic-
Transnitrosylation Denitrosylation
Trx/TR system
GSNO, %"‘
|
SNO

S-Nitrosothiol

Figure 4.1. Processes of S-nitrosylation/denitrosylation. S-nitrosylation occurs on specific
Cys residues in reaction with NO to form S-NO bonds. It is mediated by RNS, as well as by
transnitrosylating agents, especially nitrosoglutathione (GSNO). S-nitrosothiols are very labile
and sensitive to light and redox changes. Moreover, denitrosylation might be catalysed
enzymatically by the thioredoxin/thioredoxin reductase (Trx/TR) system, or by the action of
intracellular reducing agents. Figure taken from Astier et al. (2011) with some modifications.
GSH, reduced glutathione.

La identificacion de proteinas S-nitrosiladas se ha estudiado en diferentes
especies vegetales, principalmente realizando ensayos con donadores de NO que
incrementaban la posibilidad de detectar dichas proteinas (Corpas et al. 2015). Asi,
existen trabajos en los que se han detectado e identificado proteinas endogenas que
sufren esta modificacion usando principalmente la planta modelo Arabidopsis thaliana
(Lindermayr et al. 2005; Romero-Puertas et al. 2008), aunque han sido identificadas
también en otras especies como el naranjo amargo (Citrus aurantium) (Tanou et al.
2012), el tabaco (Nicotiana tabacum) (Astier et al. 2012a), la patata (Solanum
tuberosum) (Kato et al. 2013), o el guisante (Pisum sativum L.) (Begara-Morales et al.
2013), entre otras.
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El S-nitrosoglutation (GSNO), resultado de la nitrosilacion del glutation (GSH),
es considerado como un reservorio mévil de NO que puede afectar a los procesos de
trans-nitrosacion entre GSNO vy las proteinas susceptibles de ser nitrosiladas (Leterrier
et al. 2011; Corpas et al. 2013a). La enzima S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR)
es una proteina muy conservada en microorganismos, plantas y mamiferos que cataliza
la reduccion de GSNO a GSSG y NH3, en una reaccion dependiente de NADH (Liu et
al. 2001; Sakamoto et al. 2002; Barroso et al. 2006; Guerra et al. 2016; Kubienova et
al. 2016). Por lo tanto, la GSNOR juega un papel importante en el control celular de los
niveles de GSNO vy, por tanto, de NO (Airaki et al. 2011; Chaki et al. 2011b; Astier et
al. 2012b). Se ha descrito que la actividad de esta enzima esta directamente relacionada
con los niveles celulares de SNOs, estando, por lo tanto, implicada en los mecanismos
de respuesta a distintos estreses medioambientales, ya sean bidticos (Feechan et al.
2005; Rustérucci et al. 2007; Chaki et al. 2009a; Kubienova et al. 2014; Yun et al.
2016) o abiodticos como son los propiciados por metales pesados (Barroso et al. 2006),
el dano mecanico (Corpas et al. 2008a; Chaki et al. 2011a; Espunya et al. 2012) o
temperaturas extremas (Feechan et al. 2005; Corpas et al. 2008a; Kubienova et al.
2014; Yun et al. 2016). Asimismo, se ha descrito el papel que juega la GSNOR en los
distintos estadios de desarrollo de las plantas tales como el pimiento (Airaki et al.
2015), Arabidopsis thaliana (Espunya et al. 2006; Lee et al. 2008; Kwon et al. 2012;
Xu et al. 2013), la col (Brassica oleracea) o la lechuga (Lactuca sativa) (Ticha et al.,
2016). Sin embargo, el papel que pueda desempeiar esta enzima durante el proceso de

maduracion de frutos y su relacion con el contenido de SNOs es poco conocido.

La posible funcién del NO enddgeno durante el proceso de la maduracion de
frutos ha sido descrito en algunas especies vegetales como la fresa (Leshem &
Pinchasov 2000), la banana (Cheng et al. 2009) y la aceituna (Parra-Lobato & Goémez-
Jiménez 2011), y parece que podria estar relacionado con los niveles de ciertas
fitohormonas tales como el etileno (Freschi 2013). Asimismo, también se ha estudiado
como la aplicacion de NO exdgeno puede afectar algunos procesos en los frutos de
especies tanto climatéricas como no climatéricas. La Tabla 4.1 resume algunos de los
efectos mas relevantes descritos hasta ahora. Recientemente se ha demostrado que el
NO también parece estar implicado en el proceso de maduracion de los frutos del

pimiento (Chaki et al. 2015).
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Table 4.1. Beneficial effects of exogenous NO gas application to different fruits (modified

from Corpas et al. (2016))

NO

Plants species application Effects References
Strawberry (Fragaria ananassa) NO gas F;{tends the postharvest Leshem et al. (1998)
ife
Cucumber (Cucumis sativus)
Kiwi ( Actinidia sinensis)
NO gas Extends the postharvest Wills et al. (2000);
Strawberry (Fragaria ananassa) DETANO life Wills et al. (2007)
NO gas Extends the postharvest (Zhu & Zhou 2006;
Peach fruits (Prunus persica (L.) life, 1nh1b1t10n of Zhu et al. 2009; Zhu
) browning on the et al. 2010)
Batsch, cv,Feicheng)
surface, and prevents
chilling injuries
. DETANO  Inhibition of browning  Pristijono et al.
Apple (Malus domestica L.) in apple slices (2008)
NO gas Delays ripening and Singh et al. (2009)
Japanese plum fruits alleviates chilling
(Prunus salicina) injury symptoms
during cold storage
NO gas Alleviates chilling Zaharah and Singh
Mango (Mangifera indica) injury and delays fruit ~ (2011)
colour development,
softening, and ripening
Pepper fruit (Capsicum annuum L) NO gas Delays ripening Chaki et al. (2015)

DETANO, 2,2'-(Hydroxynitrosohydrazono)bis-ethanimine.
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4.2 RESULTADOS/ RESULTS
4.2.1 GSNOR en frutos de pimiento: actividad especifica, contenido
proteico y expresion génica

La medida de la actividad especifica de la GSNOR en frutos de pimientos durante la
maduracion mostré una disminucion significativa de un 43% en frutos rojos en

comparacion con los frutos verdes (Fig. 4.2).

-~
o

nmol NADH-min'-mg ! protein
[#]
a

o
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Figure 4.2. S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) activity during the ripening of
pepper fruit. Spectrophotometric assay of GSNOR activity in green and red fruits. Results are
means + SEM of samples from at least three different experiments.* Differences between values
were significant at P<(.05.

Complementariamente se realizo el analisis de la actividad GSNOR en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes con el objetivo de evaluar la posible
presencia de distintas isoformas de esta enzima. La Fig. 4.3a muestra la aparicion de
una Unica banda de actividad, claramente detectable en frutos verdes, mientras que en
frutos rojos dicha banda era muy débil, siendo apenas perceptible, lo que corroboraba la
disminucién de actividad que anteriormente se habia observado con la medida
espectrofotométrica. Asimismo, se realizo el correspondiente western blot de los geles
en condiciones nativas, para el cual se uso un anticuerpo especifico frente a la GSNOR
(dilucion 1:1000). Los resultados de western corroboraron la existencia de una unica
banda en ambas muestras de frutos (Fig. 4.3a), asi como una menor expresion de la
proteina en el fruto rojo en comparacion al verde. La Fig. 4.3b muestra el ensayo de
western blot mediante EGPA-SDS en muestras de pimiento verde y rojo, en el cual se

detectd una tUnica banda inmunoreactiva de 45 kDa. Posteriormente, se analizd la
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expresion del gen de la GSNOR vy los resultados no mostraron cambios significativos

entre pimiento verde y rojo (Fig. 4.3c).

(@)
Native-PAGE
GSNOR Anti-
' .‘..'-\ctivitv GSNOR
i
GF; GF RF
® SDS-PAGE
45 KkDa-
GF RF )
© GF  RF

Actin v e e

T/C 1.0 1.0

Figure 4.3. S-nitrosogluthatione reductase (GSNOR) activity in native PAGE, protein
content and gene expression during the ripening of pepper fruits. (a) Native polyacrylamide
gel electrophoresis of green and red pepper fruit samples stained for GSNOR activity and
immuno-blot of pepper fruits extracts probed with an antibody against GSNOR (1:1000
dilution). Samples (45 ug protein) were subjected to electrophoresis on 6% acrylamide gels (b)
Immunoblot-blot from SDS-PAGE (4-20%) of pepper samples (20 ug per lane) probed with an
antibody against GSNOR (dilution 1:1000). () mRNA expression of GSNOR in pepper fruits.
Semiquantitative RT-PCR was performed on total RNA isolated from pepper fruits.
Representative agarose electrophoresis gel of amplification products visualized by Gel-red
staining under UV light. Actin was used as internal control. T/C indicates the relative level of
each amplification product (T) over the Actin used as internal control (C) after normalization,
and expresses the change in folds. GF, green fruits; RF, red fruits.

4.2.2 Efecto del NO sobre la actividad GSNOR en frutos de
pimiento

La actividad GSNOR se midi6 en aquellos pimientos que habian sido expuestos a una
atmosfera enriquecida con NO. Asi, se observo que tanto en los pimientos almacenados

a 6°C como los mantenidos a temperatura ambiente (RT) tras el tratamiento con el NO,
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la actividad disminuia significativamente (p<<0,05) en la primera semana; sin embargo,
en la segunda semana y en las mismas condiciones, la actividad recuperaba los valores

observados en las condiciones control (Fig. 4.4).

b a
C I c l
0 T I T T I T
1wk 1wk 2wk
6°C RT

3

nmol NADH min' mg prot!
o
S

Control 2wk

Figure 4.4. S-nitrogluthatione reductase (GSNOR) activity of pepper fruit exposed to
enriched NO atmosphere. Spectrofotometric assay of GSNOR activity was followed to
analyze fruits 1-2 weeks after NO treatment. Results are means + SEM of samples from at least

three different experiments. Column values with distinct letter are significantly different.

Asimismo, se analiz6 la actividad de la GSNOR y su expresion proteica en geles
tanto no desnaturalizantes como en presencia de SDS. En los geles no desnaturalizantes
se detect? la actividad isoenzimatica apreciandose una unica banda, aunque sin cambios
aparentes entre muestras (Fig. 4.5a, panel izquierdo). Por otro lado, el immunoblot
realizado en geles no desnaturalizantes con el anticuerpo especifico frente a la GSNOR
(dilucién 1:1000) (Fig. 4.5a, panel derecho) mostraba ligeros cambios de los
tratamientos con respecto al control, pero ninguno de ellos fue destacable. En el caso
del western realizado en geles desnaturalizantes (Fig. 4.5b) se observd una tendencia
similar a la encontrada en el ensayo espectrofotométrico, ya que en las muestras tratadas
y almacenadas tanto a 6 °C como a temperatura ambiente (RT), la expresion disminuia
respecto al control en la primera semana, mientras que en la segunda semana la

expresion no variaba de forma significativa.
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Figure 4.5. Activity and protein expression of S-nitrosogluthation reductase (GSNOR)
after pepper fruits were exposed to enriched-NO atmosphere. (a) Native polyacrylamide gel
electrophoresis of pepper fruits after treatments with NO gas with staining for GSNOR activity
(left), and its corresponding immuno-blot (right) probed with an antibody against GSNOR
(1:1000 dilution). Samples (45 ug proteins) were subjected to electrophoresis on 6% acrylamide
gels (b) SDS-PAGE (4-20%) and immuno-blot (20 pg per lane) probed with antibody against
GSNOR (dilution 1:1000). C, control; 1 wk, 1 week; 2 wk, 2 weeks; and RT, room temperature.

4.2.3 Deteccion de S-nitrosotioles proteicos en frutos de pimiento
verde y rojo

Dada la correlacion directa entre la actividad GSNOR vy los nitrosotioles (SNOs), se
analizd6 el contenido de nitrosotioles proteicos totales durante el proceso de la
maduracion en frutos de pimiento. Para ello se optimiz6 para muestras vegetales una
técnica de deteccion de SNOs en geles de poliacrilamida descrita previamente en células
animales (King et al., 2005). Se realiz6 una electroforesis en condiciones no reductoras
y posteriormente se expuso el gel a radiacion UV (302-312 nm), la cual provoca la
liberacion del NO unido a las proteinas S-nitrosiladas. El NO liberado fue
posteriormente detectado usando un fluordéforo especifico (DAF-FM) segin se

especifico en el apartado 11 de Material y Métodos.

En la Fig. 4.6a se aprecia la deteccion de S-nitrosotioles proteicos
correspondientes a muestras de pimiento verde y rojo. Los resultados muestran la
presencia de dos bandas en ambas muestras, denominadas Bl y B2. Se puede
comprobar como la intensidad de ambas bandas aumentaba en las muestras de pimiento
rojo con respecto al pimiento verde. De hecho, la cuantificaciéon de las mismas reveld

que el contenido de S-nitrostioles proteicos era un 80% superior en pimiento rojo. Para
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corroborar la especificidad del método y los posibles artefactos experimentales en la
deteccion de estos SNOs, se realizaron diferentes controles internos. Asi las muestras de
pimiento rojo se preincubaron durante 3 h a 25°C con diferentes agentes capaces de
descomponer los SNOs o de bloquear los tioles libres, tales como ditiotreitol (DTT),
ascorbato, CuCl, N-etilmaleimida (NEM), glutation reducido (GSH), B-mercatopetanol
(BME) y radiacion UV. Tal y como se observa en la Fig. 4.6b, la incubacion con
diferentes agentes capaces de descomponer SNOs de manera conjunta, como el
ascorbato, el CuCl y la N-etilmaleimida (NEM), que bloquean los tioles libres, o con
diferentes agentes reductores como el DTT, GSH y ME, provocaba una reduccion
significativa e incluso la desaparicion de la sefial fluorescente correspondiente a las
proteinas S-nitrosiladas. Como control negativo se utilizoé el cPTIO (secuestrador de
NO), y tal y como se aprecia en la Fig. 4.6c, este compuesto afectd eficientemente la
fluorescencia detectada con DAF-FM, reduciéndola en un 84% en el caso de la Bl y

casi el 100% en la B2, en comparacion con la muestra control.
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Figure 4.6. Endogenous detection of S-nitrosylated (S-nitrosated) proteins in pepper fruits
on DAF gels. (a) Detection of endogenous S-nitrosylated proteins in green and red pepper
fruits. Protein samples (25 pg) were separated by SDS-PAGE (gradient gels 4-20%) under non-
reducing conditions. The gel was coated with DAF-FM, a fluorescent probe to detect NO,
exposed to UV light after electrophoresis, and imaged with a fluorimager. (b) As internal
control, red pepper samples were pre-treated with different chemicals including 20 mM
dithiothreitol (DTT), 20 mM ascorbate (AsA), 0.1 mM CuCl, 5 mM N-ethylmaleimide (NEM),
20 mM reduced gluthatione (GSH), and 100 mM B-mercapthoethanol (BME). (c) As a control of
NO production, the gel was coated with cPTIO (an NO scavenger) and the green fluorescence
was greatly reduced.
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Con el objetivo de identificar las proteinas de pimiento susceptibles de ser S-
nitrosiladas, las proteinas de cada una de las bandas fueron sometidas a un proceso de
electrolucion (EE) y posterior espectrometria de masas. Las proteinas electroeluidas
fueron analizadas en un gel de SDS-PAGE, el cual, una vez tefiido con nitrato plata,

permitid corroborar la eficiencia de la electroelucion (Fig. 4.7).

DAF gel KDa
Figure 4.7. Silver staining of Bl
electroeluded proteins on SDS-PAGE Bl —> EE 75 @
gel. EE, electroelution. RF, red fruits. B2 —> :(;

RF Bands

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis preliminar mediante MALDI-
TOF/TOF con el fin de identificar las posibles proteinas S-nitrosiladas. Los andlisis
mostraron la presencia de aproximadamente 20 proteinas, la mayoria de las cuales no
han sido todavia caracterizadas totalmente. Sin embargo, los resultados preliminares
aportaron algunas proteinas como la citocromo C oxidasa, la peroxirredoxina II E y la
alcohol deshidrogenasa, que previamente ya habian sido identificadas en otras especies
vegetales como proteinas que sufren un proceso de S-nitrosilacion, lo que permite
confirmar que el método para detectar estas proteinas es efectivo con muestras vegetales

(Tabla 4.2).

Table 4.2. Putative pepper proteins identified as susceptible to be S-nitrolylated. Preliminary
data obtained by MALDI TOF/TOF of the electroeluted proteins from B1 and B2 bands (see Fig. 4.6a).

PUTATIVE CANDIDATES FOR S-NITROSYLATED PROTEINS BY

MALDI TOF/TOF
GEL BAND MASCOT
)
DAF.FM ENTRY NAME PROTEIN SCORE FUNCTION
Putative
B9T7H9_RICCO uncharacterized 99.677
protein
Cytochrome c
Bl PS17_PINST oxidase subunit IT 86,827
PS17
Alcohol Molecular function;
D41633 NICTO coho 78,636 oxidoreductase activity. Zinc ion binding
- dehydrogenase
. Biological process. Secondary shoot
. g
J3148_ORYBR anharr(izti;nzed 99.522 formation. Strigolactone biosynthetic
P process
Molecular function;
Alcohol . ..
B2 D41627 9SOLA . 97.051 oxidoreductase activity
— dehydrogenase L. L.
Zinc ion binding
PR2E2 ORYSJ Peroxiredoxin-2E- 85.556 Antioxidant Oxidoreductase

2,chloroplastic

Peroxidase
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De entre las proteinas identificadas por espectrometria de masas, se selecciond
la citocromo C oxidasa de frutos de pimiento para realizar ensayos in vitro del efecto
sobre dicha enzima de distintas moléculas, entre las que se incluyeron diferentes RNS
(NO y ONOQ"), asi como agentes reductores (GSH y DTT), oxidantes (H,O;) y un
inhibidor genérico de la actividad como el cianuro. La Figura 4.8 muestra los resultados
del ensayo espectrofotométrico de la actividad citocromo C oxidasa de frutos de
pimiento verdes, la cual se ve significativamente disminuida por la incubacion con todas
las moléculas ensayadas, destacando el efecto de los donadores de ONOO™ (SIN-1) y de
NO (DeaNONOato), ya que ambos inhibian casi un 100% de la actividad de la enzima.
Asimismo, agentes como el DTT y el KCN también provocan una inhibicion
significativa, siendo esta disminucion de entre 80-87%. El resto de agentes provocaban

una inhibicion de entre un 40-50%.
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Figure 4.8. In vitro effect of different chemicals on the cytochrome ¢ oxidase activity from
pepper. Crude extracts from green fruits were incubated in absence/presence of 2 mM SIN-1; 2
mM GSNO; 2 mM DeaNONOate; 2 mM GSH; 5 mM DTT; 5 mM H,0,; 5 mM KCN, and
cytochrome ¢ oxidase was determined. *significant difference with respect to control (p<0.05)

4.3 DISCUSION/ DICUSSION

Los frutos de pimientos se incluyen en el grupo de frutos no climatéricos ya que, a
diferencia de los climatéricos como la banana o el tomate, su maduracion no esta
regulada por un aumento en la biosintesis de etileno asi como de la respiracion (Symons
et al. 2012). Sin embargo, a nivel fisiolégico y bioquimico, se ha observado cémo el

NO esta involucrado en este proceso a través de la regulacion de algunas actividades
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enzimaticas mediante modificaciones post-traduccionales, como es el caso de la catalasa
(Chaki et al. 2015; Palma et al. 2015). A pesar de ello, atn es escasa la informacion

sobre el metabolismo del NO en frutos de pimiento.

Trabajos recientes en nuestro grupo de investigacion han puesto de manifiesto el
efecto beneficioso del NO sobre frutos de pimiento al ser expuestos a atmosferas
enriquecidas con este gas (Chaki et al. 2015), principalmente con un aumento de los
niveles de vitamina C (esta Tesis Doctoral; Rodriguez-Ruiz et al. 2017). De la misma
forma, dicho efecto positivo se ha visto en otros trabajos sobre diferentes frutos al ser
expuestos a atmosferas controladas y enriquecidas con NO (Cheng et al. 2009). Como
ejemplo de ello, se ha observado como la aplicacion de NO de forma exdgena sobre
frutos como la banana (climatérico) reducia la produccion de etileno; esto se asociaba a
la reduccion de la actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO), enzima
involucrada en el ultimo paso de la produccion de etileno, y como consecuencia de ello

se producia un retraso en la maduracion de dicho fruto (Singh et al. 2013).

Con el proposito de ahondar en el conocimiento del metabolismo del NO en el
fruto de pimiento, este capitulo se ha enfocado en analizar la modulacion de la enzima
GSNOR durante la maduracién de pimiento asi como su correlacion con el perfil de
SNOs proteicos durante este proceso, debido a que la informacidn acerca de la funcion
de esta enzima durante el desarrollo de frutos es alin muy escasa. Trabajos relacionados
con el papel de la GSNOR durante el desarrollo en plantas ponen de manifiesto la
importancia de esta enzima durante el desarrollo y el crecimiento de la planta en
condiciones fisiologicas Optimas (Lee et al. 2008; Ticha et al. 2016). Estudios
relacionados con el andlisis de expresion, localizacion y actividad de la GSNOR en
organos de Arabidopsis thaliana han mostrado como esta enzima a lo largo del
desarrollo presenta un patron diferente. Dichos datos probaban que hay una mayor
actividad y expresion en las primera etapas del desarrollo tanto en raices como en hojas
(Espunya et al. 2006). La misma tendencia se ha observado en tomate, donde las raices
y tallos mostraban una mayor actividad GSNOR que en hojas jévenes. Asimismo, la
expresion aumentaba en pistilos y estambres y en los frutos durante la maduracion
(Kubienova et al. 2013), sugiriendo que la GSNOR podria tener una mayor relevancia
tanto en el desarrollo floral como en la formacion del fruto. Los resultados presentados
en este capitulo concuerdan con los ya obtenidos en otras especies, donde se ha

observado un descenso de la actividad enziméatica durante el proceso de maduracion. De
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la misma forma, el andlisis realizado por inmunoblot también coincide con los
resultados ya descritos en especies como girasol (Chaki et al. 2009a), tomate
(Kubienova et al. 2013) o guisante (Barroso et al. 2013). En cuanto a los analisis
realizados sobre la modulacion en la expresion del gen de la GSNOR, éstos siguen el
mismo comportamiento al observado en otros genes, como el de la catalasa, superoxido
dismutasas o NADP-deshidrogenasas, durante la maduraciéon en frutos de pimiento
(Mateos et al. 2013), sugiriendo esto, que la regulacion en frutos pimientos puede estar
ocurriendo a nivel post-traduccional. En este sentido, datos obtenidos recientemente,
demuestran que la GSNOR puede experimentar un proceso de S-nitrosilacion, el cual
provocaria su inhibicion y en consecuencia un incremento en el nivel total de SNOs

(Guerra et al. 2016).

Debido a la correlacion existente entre la actividad de la GSNOR vy el nivel de
SNOs totales, el andlisis de estos a lo largo de la maduracion ha sido uno de los puntos
tratados durante este trabajo. Los resultados obtenidos muestran cémo a lo largo de este
proceso se produce un incremento en el nivel de SNOs proteicos lo cual estaba muy
relacionado con la disminucion de la actividad enzimatica GSNOR. Se han publicado
comportamientos similares en especies como Arabidopsis thaliana donde plantulas
expuestas al herbicida paraquat mostraban una inhibicion de la actividad GSNOR,
frente a un incremento de los SNOs (Guerra et al. 2016). De la misma manera, en
trabajos sobre esta enzima frente a diferentes tipos de estrés, se observaba la misma
tendencia. Asi en plantulas de girasol (Helianthus annuus) expuestas a alta temperatura,
¢éstas presentaban una reduccion de la actividad, asi como de expresion proteica y
génica de la GSNOR, que estaban acompafiados por un aumento simultaneo en el nivel
de SNOs. Esto sugiere, por tanto, que la GSNOR modula los niveles de SNOs, siendo
¢éstos fuentes celulares de NO que estarian implicados, en cierta manera, en el estado
redox celular (Chaki et al. 2009a). Por otro lado, en hipocotilos de girasol expuestos a
un dano mecanico la respuesta de la GSNOR fue también similar (Chaki et al. 2011b).
En plantas de pimiento expuestas a baja temperatura el comportamiento era diferente,
ya que se producia un aumento de la actividad GSNOR, pero también de los SNOs

(Airaki et al. 2012), por lo que tendria que funcionar un mecanismo alternativo.

Se ha descrito como el tratamiento exdgeno con NO en frutos como la banana o
en plantulas de col mejoraba la tolerancia al dafio por refrigeracion, favoreciendo a su

vez a los equipos antioxidantes enzimaticos (Fan et al. 2014; Wu et al. 2014). De
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manera similar, se vio como la adicion de NO propiciaba la resistencia al estrés
oxidativo provocado por la salinidad en plantas de tomate con la induccion incluso de
nuevas isoenzimas de CuZn-SOD (Manai et al. 2014). Los resultados mostrados en esta
Tesis Doctoral complementan los obtenidos en trabajos anteriores por nuestro grupo,
donde se ha observado que el tratamiento de los frutos de pimiento con atmdsferas

enriquecidas en NO provocaba un retraso en la maduracion de los frutos.

En definitiva, la maduracion del pimiento estd caracterizada por cambios
drasticos a nivel fisiologico y bioquimico en los cuales el NO y otras RNS estan
involucrados. Anteriormente se ha mostrado que el NO disminuye durante el proceso de
la maduracion, acompaiado de un incremento en el patréon de proteinas nitradas, entre
las que destacaba la catalasa una diana importante en la cual la actividad disminuye en
pimientos rojos (Chaki et al. 2015). Los datos obtenidos a lo largo de este trabajo
sugieren la presencia de un estrés nitro-oxidativo similar al observado en 6rganos como
hojas y raices durante la senescencia (Corpas et al. 2004; Begara-Morales et al. 2013).
La disminucion de la actividad GSNOR observada durante la maduraciéon concuerda
con el aumento observado en los SNOs proteicos, los cuales son un reservorio de NO,

actuando como un mecanismo de regulacion en la funcidn de ciertas proteinas (Begara-

Morales et al., 2016).

En este estudio se propone un modelo, representando el papel de las RNS
durante la maduracion del fruto de pimiento, en el cual el metabolismo del NO juega un
papel importante (Fig. 4.9). Este proceso esta caracterizado por un incremento en la
nitracién (Chaki et al. 2015) y en la S-nitrosilacion de proteinas, con una disminucion
en la actividad de la GSNOR durante la transicion de frutos verdes a rojos. Esto supone
una nueva pieza en el puzzle que ayuda a aclarar el papel de NO durante el proceso de
maduracion, y que podria tener aplicaciones biotecnologicas en el campo de la post-
cosecha, ya que aplicaciones pequefias de NO exodgeno podrian retrasar la maduracion

de los frutos e incluso mejorar las propiedades nutricionales de este producto horticola.
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Figure 4.9. Proposed model for the involvement of reactive nitrogen species (RNS) on the
ripening of pepper fruits. Nitric oxide (NO) reacts with reduced glutathione (GSH) to form S-
nitrosoglutathione (GSNO). This S-nitrosothiol (SNO) can be converted by the enzyme S-
nitrosoglutathione reductase (GSNOR) by a process of NADH-dependent denitrosylation into
oxidized glutathione (GSSG) and NHj;. Furthermore, SNOs like GSNO can be broken down to
produce NO and GSSG in the presence of reducing agents such as ascorbate (AsA) or GSH. On
the other hand, a post-translational modification such as nitration is taken place during ripening,
in a process which involves peroxynitrite through the reaction of NO and superoxide radicals

(02).

NO
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Discusion/ Discussion

El objetivo principal del trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral ha sido el estudio
de los principales sistemas antioxidantes durante los procesos de maduracion y post-
cosecha en el fruto de pimiento (Capsicum annum L.), asi como su interacciéon con
algunas especies de nitrogeno reactivo (RNS) y la posible implicacion de éstas en
ambos eventos fisiologicos. Dicho objetivo general se ha abordado mediante la
caracterizacion bioquimica y molecular de algunos de los sistemas antioxidantes, que

adquieren un papel importante a lo largo de estos procesos.

A tenor de los resultados que se han obtenido en esta Tesis se puede decir que
los sistemas antioxidantes son esenciales en el proceso de maduracion, y son modulados
a lo largo de este periodo de manera coordinada, dando lugar a importantes cambios que
marcan la calidad final del fruto. Se ha prestado especial atenciéon a antioxidantes
enzimdticos como la catalasa, donde su modulaciéon negativa a lo largo de la
maduracion podria propiciar el aumento del H,O,, pudiendo ser esta molécula una pieza
clave en el proceso de maduracion. Este desequilibrio en los niveles de peroxido de
hidrogeno podria estar siendo compensando por el incremento de la actividad de la APX
durante la maduracion, en una accion que podria ser sinérgica con la de las SODs, que
sigue un patron similar. De manera global, los resultados muestran como el proceso de
maduracion es un proceso coordinado en el cual los sistemas antioxidantes intervienen
de manera activa frente al estrés oxidativo que esta teniendo lugar, como muestra el
perfil de peroxidacion lipidica, cobrando protagonismo componentes enzimaticos de

organulos como los peroxisomas (catalasa y Fe-SOD).

En estudios previos se ha observado como la domesticacion de los cultivos
genera una disminucion de los niveles de ascorbato (vitamina C) como consecuencia de
la manipulacion humana (Gest et al. 2013). El conocimiento de los procesos
involucrados en las vias de sintesis y degradacion de este antioxidante permitiria una
manipulacion eficiente de los cultivos, pudiendo mejorar la calidad nutricional de los
mismos (Bartoli et al. 2016). Debido a la importancia nutricional y econémica del
pimiento, y a que es una de las hortalizas con mayor contenido en vitamina C (Palma et
al. 2009, 2011a Marti et al. 2011), otro de los objetivos principales de esta Tesis
Doctoral ha sido el estudio detallado de la modulacion de este antioxidante, asi como de
las enzimas que lo regulan y la identificacion de los metabolitos de sintesis y
degradacion del mismo. Diferentes factores como el tipo de cultivo, las condiciones de

cultivo y los factores ambientales como la temperatura o la radiacion afectan a los
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niveles de ascorbato durante el proceso de maduracion (Gautier et al. 2009; Bartoli et
al. 2016). Diversos trabajos realizados en fruto de pimiento revelan el diferente
comportamiento en el contenido de este antioxidante durante este proceso fisiologico.
Asi, en cultivos de pimiento, autores como Howard et al. (2000) o Estrada et al. (2000)
detectaron incrementos de ascorbato durante la maduracion de estos frutos. Sin
embargo, otros trabajos, no han encontrado cambios importantes entre los frutos
inmaduros y los maduros (Marti et al, 2009, 2011a; Palma et al. 2015). Los resultados
obtenidos durante esta Tesis Doctoral muestran altos niveles de ascorbato en los frutos
de pimiento, que posiblemente son mantenidos por la actividad GalLDH, que no sufre
variaciones durante la maduracion. Estos altos niveles de ascorbato podrian actuar
manteniendo el estado redox de los frutos a fin de contrarrestar los notables cambios

metabolicos que estan teniendo lugar en los mismos durante este proceso.

En base a todo lo expuesto, podemos decir que el ascorbato, que es una
molécula de vital importancia también en la nutricion humana también lo es para la
fisiologia del pimiento. La mayor fuente de vitamina C para los humanos proviene de
las frutas y verduras, siendo el pimiento uno de los vegetales mas ricos en este
antioxidante que son consumidos a nivel mundial (Palma et al., 2015). La busqueda de
alternativas de cultivo que permitan a las plantas aportar mas nutrientes sin la aplicacion
de contaminantes o la realizacion de actividades perjudiciales para el medio ambiente es
hoy dia una parte esencial del sector agroalimentario. Por otro lado, el conocimiento de
como funciona en la planta el metabolismo de los compuestos que van dirigidos al
consumo humano es, por tanto, un elemento clave a incorporar y desarrollar en las

estrategias futuras de dicho sector.

Otra de los aspectos estudiados en esta Tesis Doctoral ha sido intentar
comprender el metabolismo de las RNS durante la maduracion y de qué forma
interaccionan estas moléculas con los diferentes sistemas antioxidantes. Teniendo en
cuenta la importancia del NO en diferentes procesos fisiologicos, se ha profundizado en
el metabolismo de enzimas como la GSNOR, ya que se ha demostrado que dicha
proteina tiene importancia durante el desarrollo y el crecimiento de las plantas (Lee et
al. 2008; Ticha et al. 2016). Asi, los resultados obtenidos muestran una modulacion
negativa de la GSNOR que podria ser una de las causas del aumento en los niveles de
SNOs proteicos, los cuales actuarian de reservorio de NO, permitiendo a esta molécula

y a otras RNS derivadas ejercer su accion durante la maduracion.
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En la Tabla 10 se compendian los resultados mas importantes de la modulacion
del metabolismo de las ROS y RNS durante la maduraciéon de frutos de pimiento,
observandose como las enzimas relacionadas con el ascorbato aumentan en relacion a
aquellas encargadas de eliminar o mantener otras ROS en la célula, como la catalasa.
Table 60. Modulation of the ROS and RNS metabolism during the ripening of pepper

fruits. Arrows indicate how the parameters indicated in the table evolve during the fruit
ripening, either increasing (1) or decreasing (4).

ROS metabolism % Modulation natural ripening
Enzymatic
Catalase (CAT) 124 %
Guaiacol peroxidase (GPX) 110%
Superoxide dismutase (SODs) (Fe-SOD) 123 %
Ascorbate peroxidase (APX) 149 %
Monodehydroascorbate reductase (MDAR) 139 %
Dehydroascorbate reductase (DAR) 110 %
Glutathione reductase (GR) 138 %
Non-enzymatic
Ascorbate (AsA) t9%
Ascorbate biosynthesis
Galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH) 114 %
Reactive nitrogen species (RNS)
Nitrosoglutathione reductase (GSNOR) 143 %
Nitric oxide (NO) 163 %
Protein nitrosothiols (SNOs) t 80%

Basandonos en datos previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion
(Chaki et al. 2015), donde se habia observado como el NO estaba involucrado en la
regulacion de actividades enziméaticas como la de la catalasa a través de PTMs, durante
este trabajo se han llevado a cabo diferentes ensayos con donadores de NO que nos han
permitido comprobar como las RNS también podrian regular la actividad de otras
enzimas clave a través de PTMs, como la APX o la CCO; esta tltima, parece ser
ademds una posible diana de S-nitrosilacion durante el proceso de maduracién, tal y
como se muestra en los resultados de esta Tesis. La Tabla 11 recoge el efecto del 6xido
nitrico, peroxinitrito y reductores empleados a lo largo de este trabajo sobre las

principales enzimas estudiadas.

201



Discusion/ Discussion

Table 11. Effect of NO, ONOO™ and reductants on some pepper enzymatic activities
under in vitro assays considering the higher concentration used for these molecules
in the assays. Arrows indicate how the parameters indicated in the table evolve during the
fruit ripening, either increasing (1) or decreasing (V).

TR NO ONOO Reductants (GSH,
others)

Catalase (CAT) 172% V1 45% ND
Ascorbate peroxidase (APX) 183% i= 100% ND
Cytochrome c oxidase (CCO) 1 =100% i= 100% 140-60%
Galactono-1,4-lactone

NE NE 160%
dehydrogenase (GalLDH)
Superoxide dismutase (SODs) NE NE NE

NE, no effect. ND, not determined.

La busqueda de estrategias que mejoren la calidad de los frutos en los periodos
post-cosecha es hoy dia un area que estd adquiriendo una gran importancia, ya que
durante estos periodos los frutos se ven sometidos a cambios que van a condicionar la
calidad final del producto. Basandonos en los resultados previos del NO sobre los frutos
de pimiento, los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral corroboran que ademas de
provocar un retraso en la maduracion, el NO provoca un aumento importante en el
contenido de ascorbato. Este es un hecho inédito, no s6lo desde el punto de vista de las
practicas del cultivo del pimiento y/o de otros cultivos, sino que representa un gran
avance en la propia generacion de conocimiento en esta area de la biologia vegetal. La
Tabla 12 recoge el efecto sobre algunos de los componentes del metabolismo de
especies de oxigeno y nitrogeno reactivos de frutos de pimiento expuestos a atmosferas
enriquecidas en NO. Los resultados muestran que la aplicacion exdgena del NO provoca
una mejora en las propiedades nutritivas del pimiento, y por tanto podria tener una gran

relevancia desde un punto de vista agro-alimentario y econdmico.
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Table 12. Effect of an enriched-NO atmosphere on some components of the metabolism of
ROS and RNS of pepper fruit. Arrows indicate how the parameters indicated in the table
evolve during the fruit ripening, either increasing (1) or decreasing (}).

Components

Enriched-NO atmosphere

Ascorbate (Asa)
Galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH)

Ascorbate peroxidase (APX)
Superoxide dismutase (SODs)
Peroxidases (PODs)

Dehydroascorbate reductase (DAR)
Glutathione reductase (GR)
Nitrosoglutathione reductase (GSNOR)

t42 %
t 300 %

t37%
tt
tt
tt
NE
NE

NE, no effect

Con todo, podriamos decir que el proceso de maduracidon y post-cosecha en los

frutos de pimiento estaria siendo regulado por la interaccion entre las RNS y los

sistemas antioxidantes, pudiendo establecer asi un modelo representativo del

metabolismo que tiene lugar durante estos procesos, tal y como se muestra en la figura

4.8 de esta memoria.

En resumen, esta Tesis Doctoral ha contribuido a la comprension de procesos

fisiologicos como la maduracion y la post-cosecha en los frutos de pimiento, asi como

su interaccion con RNS, aportando los siguientes hitos:

Caracterizacion por primera vez de las enzimas antioxidantes, catalasa y Fe-
SOD, durante la maduracion de los frutos de pimiento. En el caso de la
catalasa se observa que presenta caracteristicas moleculares atipicas en
comparacion con la de otras especies vegetales, lo que merece ser estudiado
en mas profundidad.

Durante la maduracion se producen cambios en el metabolismo de NO, con
una disminucion de la actividad GSNOR y un aumento concomitante de los
SNOs proteicos los cuales podria actuar de reservorio de NO.
Caracterizacion de la enzima galactono-1,4-lactona deshidrogenasa
(GalLDH) que cataliza la ultima etapa en la biosintesis de ascorbato, asi
como la identificacion de metabolitos intermediarios en la sintesis y
degradacion de ascorbato.

Pimientos expuesto a atmosferas enriquecidas con NO presentan una mayor

actividad GalLDH y del contenido de ascorbato.
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The main goal of this PhD Thesis has been to study the mayor antioxidant systems
during the ripening and post-harvest processes in the pepper fruit (Capsicum annum L.),
as well as their interaction with some reactive nitrogen species (RNS) and the possible
involvement of these latest compounds in both physiological events. This general goal
has been done through the biochemical and molecular characterization of some of the

antioxidant systems which play an important role throughout those processes.

According to the obtained results, it can be point out that antioxidant systems are
essential in the ripening process, and are regulated throughout this physiological stage
in a coordinated way, leading to important changes which determine the final quality of
the pepper fruit. Particular attention has been paid to enzymatic antioxidants such as
catalase, where its negative modulation during ripening could lead to an increase in
H,0,, which may be a key element in the maturation process. This imbalance in the
hydrogen peroxide levels could be offset by increased APX activity during ripening in
an action that could be synergistic with that of SODs, which shows a similar pattern.
Overall, the results demonstrate how the pepper fruit ripening is a coordinated process
in which the antioxidant systems actively mediate against the oxidative stress that is
taking place, as the lipid peroxidation profile shows, where enzymatic components

(catalase and Fe-SOD) of organelles such as peroxisomes might be relevant.

In previous studies, it has been observed how the domestication of the pepper
crops generates a decrease of the ascorbate levels (vitamin C) as a consequence of the
human manipulation (Gest et al., 2013). The knowledge of the processes involved in the
synthesis and degradation pathways of this antioxidant would allow an efficient
manipulation of the crops, being possible to improve the nutritional quality of them
(Bartoli et al., 2016). Due to the nutritional and economic significance of pepper, since
it is one of the vegetables with the highest vitamin C content (Palma et al., 2009a Marti
et al., 2011), another of the main objectives of this PhD Thesis has been the detailed
study of the modulation of this antioxidant, including the enzymes that regulate it as
well as the identification of the metabolites of its synthesis and degradation. Different
factors such as the type of crop and environmental factors like temperature or radiation
affect the levels of ascorbate during the ripening process (Gautier et al., 2009; Bartoli et
al., 2016). Several works carried out on pepper fruit reveal the different behavior in the
content of this antioxidant during this physiological process. Thus, in pepper crops,

authors such as Howard et al. (2000) or Estrada et al. (2000) detected increases in
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ascorbate during ripening. However, other studies have found no significant changes
between immature and mature fruits (Marti et al, 2009, 2011a; Palma et al., 2015). The
results obtained during this PhD Thesis show high levels of ascorbate in the pepper
fruits, which are possibly maintained by the GalLDH activity, which does not undergo
changes during ripening. These high levels of ascorbate could act to maintain the redox
state of the fruits in order to counteract the remarkable metabolic changes that are

taking place during this process.

Considering all the above, we can confirm that ascorbate, which is a molecule of
vital importance in human nutrition, is also important for the physiology of pepper. The
major source of vitamin C for humans comes from fruits and vegetables, being the
pepper one of the richest vegetables in this antioxidant that are consumed worldwide
(Palma et al., 2015). The search for alternative crops that allow plants to provide more
nutrients without the application of potential pollutants or harmful activities to the
environment is now an essential piece of the food industry sector. On the other hand, the
knowledge of how the metabolism of the compounds that are destined for human
consumption works in the plant is, therefore, a key element to be incorporated and to be

developed in future strategies of this sector.

Another aspect accomplished in this Thesis has been to try to understand the
metabolism of RNS during ripening and how these molecules interact with the different
antioxidant systems. Taking into account the relevance of NO in different physiological
processes, the metabolism of enzymes such as GSNOR has been deepened, since it has
been shown that this enzyme plays a key function during the development and growth
of plants (Lee et al. 2008; Ticha et al. 2016). Thus, our results show a negative
modulation of the GSNOR that could be one of the reasons of the increase in the levels
of protein SNOs, which would act as a NO reservoir, thus allowing this molecule and

other RNS to exert their action during ripening.

Table 10 summarizes the most important results of ROS and RNS metabolism
modulation during pepper fruit ripening, displaying how the ascorbate-related enzymes
increase with respect to those responsible for the control of other ROS in the cell, such

as catalase.
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Table 70. Modulation of the ROS and RNS metabolism during the ripening of pepper
fruits. Arrows indicate how the parameters indicated in the table evolve during the fruit
ripening, either increasing (1) or decreasing ().

ROS metabolism

% Modulation natural ripening

Enzymatic
Catalase (CAT)
Guaiacol peroxidase (GPX)

Superoxide dismutase (SODs) (Fe-SOD)

Ascorbate peroxidase (APX)

Monodehydroascorbate reductase (MDAR)

Dehydroascorbate reductase (DAR)

Glutathione reductase (GR)
Non-enzymatic
Ascorbate (AsA)

Ascorbate biosynthesis

Galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH)

Reactive nitrogen species (RNS)

Nitrosoglutathione reductase (GSNOR)

Nitric oxide (NO)

Protein nitrosothiols (SNOs)

124 %
110 %
123 %
t49 %
139 %
110 %
138 %

t9%

t14 %

143 %

163 %
t 80%

Based on previous data obtained by our research group (Chaki et al. 2015),

where it was observed that NO was involved through PTMs in the regulation of

enzymatic activities such as catalase, during this work it has been developed different

assays using NO donors that have allowed us to verify how RNS could also regulate the

activity of other key enzymes through PTMs, such as APX or CCO. The latter seems to

be a possible target for S-nitrosylation during the ripening process, as shown in the

results of this Thesis Table 2 shows the effect of nitric oxide, peroxynitrite and reducing

agents used throughout this work on the main analyzed enzymes.

Table 11. Effect of NO, ONOO™ and reducing agentss on some pepper enzymatic activities
under in vitro assays considering the higher concentration used for these molecules in the
assays. Arrows indicate how the parameters indicated in the table evolve during the fruit
ripening, either increasing (1) or decreasing ().

A NO ONOO" Reductants (GSH,
others)
Catalase (CAT) 172% 1 45% ND
Ascorbate peroxidase (APX) 183% 1= 100% ND
Cytochrome c oxidase (CCO) 1 =100% 1= 100% 140-60%
Galactono-1,4-lactone dehydrogenase
(GalLDH) NE NE 160%
Superoxide dismutase (SODs) NE NE NE

NE, no effect. ND, not determined.
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The search for strategies that improve the quality of fruits in the post-harvest
stages is now an area that is becoming very important, since during these periods the
fruits are subjected to changes that will determine the final quality of the product. Based
on the previous results on the effect of NO on pepper fruits, the data obtained in this
PhD Thesis corroborate that, in addition to causing a delay in maturation, NO provokes
a significant increase in the ascorbate content. This is an unprecedented fact, not only
from the point of view of the practices of the pepper and/or other crops, but it represents
a great advance in the generation of knowledge in this area of plant biology. Table 3
shows the effect on some of the components of the metabolism of reactive oxygen and
nitrogen species of pepper fruits exposed to enriched-NO atmospheres. The results
show that the exogenous application of NO results in an improvement in the nutritional

properties of the pepper, and therefore could be highly relevant for agri-food sector.

Table 12. Effect of an enriched-NO atmosphere on some components of the metabolism of
ROS and RNS of pepper fruit. Arrows indicate how the parameters indicated in the table
evolve during the fruit ripening, either increasing (1) or decreasing (}).

Components Enriched-NO atmosphere
Ascorbate (Asa) 142 %
Galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH) 1300 %
Ascorbate peroxidase (APX) t37%
Superoxide dismutase (SODs) 1t
Peroxidases (PODs) 1t
Dehydroascorbate reductase (DAR) 1t
Glutathione reductase (GR) NE
Nitrosoglutathione reductase (GSNOR) NE

NE, no effect

Overall, we could say that the ripening and post-harvest process in the pepper

fruits would be regulated by the interaction between the RNS and the antioxidant
systems, thus being able to establish a representative model of the metabolism that takes
place during these processes, as it is shown in Figure 4.8 on this Memory.
In summary, this Thesis has contributed to the understanding of physiological processes
such as ripening and post-harvest in the pepper fruits, as well as its interaction with
RNS, contributing the following milestones:

- - Characterization for the first time of the antioxidant enzymes, catalase and

Fe-SOD, during the ripening of the pepper fruits. In the case of catalase, it is
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remarkable that it displays atypical molecular characteristics compared to
other plant species, what deserves to be studied in more depth.

- - During ripening several changes take place in the metabolism of NO, with
a decrease in GSNOR activity and a concomitant increase of protein SNOs
which could act as a NO reservoir.

- - Characterization of the enzyme galactono-1,4-lactone dehydrogenase
(GalLDH) that catalyzes the last step of the ascorbate biosynthesis, as well
as the identification of intermediate metabolites in the synthesis and
degradation of ascorbate.

- - Peppers exposed to NO-enriched atmospheres have higher GalLDH

activity and ascorbate content.
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En esta Tesis Doctoral se muestra que durante la maduracion del fruto de
pimiento se produce un estrés oxidativo, caracterizado por una peroxidacion
lipidica moderada, lo cual podria ser debido a una modulacion negativa de las
enzimas implicadas en la eliminacion del H,O, celular, especialmente la
catalasa. Estos datos, junto a otros previos que demostraban el incremento de la
nitracion de proteinas, fundamentalmente de la enzima catalasa, permiten
concluir que durante la maduracion de los frutos se produce un estres nitro-
oxidativo, donde ¢l H,O, y la catalasa son elementos claves. Considerando las
propiedades moleculares de esta enzima en los frutos de pimiento, segiin se ha
descrito en esta Memoria, nos hace pensar en que estudios moleculares y
estructurales de la misma deberian ser un objetivo idéneo para futuras

investigaciones.

Los frutos de pimiento presentan un alto contenido de ascorbato, que es uno de
los antioxidantes no enzimaticos mas importantes en plantas. En esta Tesis se
han analizado dos enzimas implicadas en su metabolismo, la L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (GalLDH), que cataliza la ultima etapa en la ruta de
biosintesis de ascorbato, y la ascorbato peroxidasa (APX) que lo utiliza para
descomponer el H>O,. Durante la maduracion, la actividad de la GalLDH no
sufre variaciones, posiblemente para mantener los niveles de produccién de
ascorbato. Sin embargo, la actividad APX aumenta, y probablemente podria
compensar parcialmente la reduccion observada de la actividad catalasa.
Asimismo, durante la maduracién también se produce un incremento de la
actividad superoxido dismutasa (SOD), en concreto de la Fe-SOD que se
localiza en los peroxisomas. Por tanto, estos datos sugieren que el metabolismo
de las especies de oxigeno reactivo (ROS) participa activamente en la
maduracion de frutos de pimiento, donde componentes enzimaticos de los

peroxisomas (catalasa y SODs) pueden jugar un papel esencial.

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion se ha descrito que el
oxido nitrico (NO) disminuye durante la maduracion del fruto de pimiento. En
esta Tesis Doctoral se ha profundizado en el metabolismo de las especies de
nitrégeno reactivo (RNS) en dicho proceso fisioldgico y se comprobado que el

contenido de nitrosotioles proteicos (SNOs) aumentaba, y que podrian actuar de
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reservorio de NO. Por tanto, se puede concluir que el NO, junto con la enzima
nitrosoglutation reductasa (GSNOR) estan directamente implicados en la

maduracion de los frutos de pimiento.

4. Dentro de los estudios post-cosecha, los frutos de pimiento fueron expuestos a
atmosfera enriquecidas de NO. Esto provocod un retraso en el proceso de
maduracion que fue acompanado con un incremento del contenido de ascorbato
de aproximadamente un 40%. Asi, nuestros datos permiten concluir que el NO
aplicado exdgenamente a los frutos de pimiento podria tener una doble
repercusion en la industria agro-alimentaria, puesto que dicho gas alarga la
conservacion post-cosecha a la par que aumenta el contenido en ascorbato, lo

que le daria un valor afiadido a los frutos de pimiento.

CONCLUSION GENERAL

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indican que parece existir una
interaccion finamente regulada entre las especies de nitrogeno reactivo y los
antioxidantes enzimaticos de los frutos de pimiento que podria dirigir los
procesos metabdlicos que cursan durante la maduracion. Este mecanismo podria
ser reflejo de lo que ocurre en otras especies agricolas lo que, dado en
conocimiento que se ha generado en pimiento, permitiria usar sus frutos como

un modelo donde poder establecer patrones metabdlicos de maduracion.

212



Conclusiones/ Conclusions

1. In this PhD Thesis an oxidative stress, characterized by a moderate lipid
peroxidation, seems to occur during pepper fruit ripening, and this could be due to a
negative modulation of the enzymes involved in the cell HO, removal, especially
catalase. This, besides other data previously reported which demonstrated the
increased protein nitration, mainly the enzyme catalase, allows concluding that
during fruit ripening, a nitro-oxidative stress takes place, where H,O, and catalase
are key points. Taking into account the molecular properties of this enzyme in
pepper fruits, as reported in this Memory, it makes us to believe that molecular and

structural analyses of pepper catalase should be a target for future research.

2. Pepper fruits contain high ascorbate levels, as one of the most non-enzymatic
antioxidants in plants. In this Thesis, two enzymes participating in its metabolism
have been investigated, the L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH),
which catalyses the last step of the ascorbate biosynthetic pathway, and the
ascorbate peroxidase (APX) that uses it to scavenge H,0,. During ripening, the
GalLDH activity does not undergo variations, perhaps to maintain the levels of
ascorbate production. Nevertheless, the APX activity increases, and possibly it
could partially compensate the reduced catalase activity observed in this work.
Likewise, an enhancement of superoxide dismutase (SOD) activity, basically that of
the Fe-SOD, which localizes in peroxisomes, comes about. Therefore, these results
suggest that the metabolism of reactive oxygen species (ROS) has an active role in
the ripening of pepper fruits, where enzymatic members of peroxisomes (catalase

and SOD) could be essential.

3. In previous research from our research group, it was reported that nitric oxide
(NO) decreases at ripening in pepper fruits. In this PhD Thesis, we have deepened in
the metabolism of reactive nitrogen species (RNS) during that physiological process
and have proved that the protein nitrosothiols (SNOs) increased, what could be used
as NO reservoir. Accordingly, we can conclude that NO, besides the
nitrosoglutathione reductase (GSNOR) are directly involved in the ripening of

pepper fruits.

4. Within the post-harvest studies carried out in this work, experiments where
pepper fruits were subjected to NO-enriched atmospheres were performed. This

promoted a delay of ripening which was accompanied by an increase of the
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ascorbate content of about 40%. Thus, our data allow concluding that the NO
exogenously applied to pepper fruits could have a double repercussion in the agro-
food industry, since this gas lasts the post-harvest storing period at par that increases

the ascorbate content what could provide an added value to pepper fruits.

OVERALL CONCLUSION

The results shown in this PhD Thesis suggest that a finely regulated interaction
among the reactive nitrogen species and the enzymatic antioxidants seems to occur,
and this could drive the metabolic processes taking place at ripening. This
mechanism could be a mirror of what is happening in other crop species what,
considering the knowledge generated in pepper, could allow using its fruits as model

to establish metabolic patterns at ripening.
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ABREVIATURAS

AO: Ascorbato oxidasa

ACQO: T-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa
APX: Ascorbato peroxidasa

AsA: Ascorbato

AsA-GSH: Ciclo ascorbato-glutation

BSA: Albumina de suero bovino

CAPS: Acido-3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfonico
CAT: Catalasa

CCO: Citocromo C oxidasa

cDNA: Acido desoxirribonucléico complementario
CPTIO: 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina- 1-oxil-3-6xido
CuZn-SOD: Cuprocinc superoxido dismutasa
Cys: Cisteina

DA: Deshidroascorbato

DAB: 3,3-diaminobencidina

DAF-FM: 3-amino,4-amitiometil-2,7-difluresceina
DAR: Deshidroascorbato reductasa

DEPC: Dietilpirocarbonato

DHA: Deshidroascorbato

dNTP: Desoxinucleétido trifosfato

DTT: 1,4-Ditiotreitol

EDTA: Acido etilén-diamino-tetraacético

EE: Electrolucion

EGPA: Electroforesis en geles de poliacrilamida
FA: Acido graso

FAD: Flavin adenenina dinucleotido



Fe-SOD: Ferro superéxido dismutasa

FMN: Flavin mononucledtido

FPLC: Cromatografia liquida

GABA: Acido y aminobutirico

GalLDH: L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

GC/MS: Cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
GGP: GDP-L-galactosa fosforilasa

GMP: GDP-D-manosa-pirofosforilasa

GF: Pimiento verde/ Green fruit

Glu: Glutamato

Gly: Glicina

GME: GDP-D-manosa-3,5-epimerasa,

GPX: Guayacol peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido (y-glutamil-Lcistein-glicina)

GSNO: S-nitrosoglutation

GSNOR: S-nitrosoglutation reductasa

GSSG: Glutation oxidado

HEPES: Acido N-[2-hidroxietil]piperacina-N"-[2-etanosulfonico]
HNOgz: Acido nitrico

HRGPs: Hidroxilacion de residuos de prolina en glicoproteinas
IDH: L-idonato deshidrogenasa

IEF: Isoelectroenfoque

19G: Inmunoglobulina G

L-Gal: L-Galactosa

MDA: malondialdehido

MDA: Monodeshidroascorbato



Abreviaturas

MDAR: Monodeshidroascorbato reductasa

ME: 2-Mercaptoetanol

Met: Metionina

MG: matrices peroxisomales de pimiento verde
MIOX: mio-inositol oxigenasa

Mn-SOD: Manganeso superdxido dismutasa
MSTFA: N-Metil-N-(trimetilsili) trifluoroacetamida
NADH: Nicotinamin adenina dinucleétido reducido
NADP: Nicotinamin adenina dinucle6tido fosfato oxidado
NADPH: Nicotinamin adenina dinucleoétido fosfato reducido
NEM: N-etilmaleimida

Ni-NOR: Nitrito-NO-reductasa

N,O3: Tridxido de dinitrogeno

NO: Oxido nitrico

NO;: Didxido de nitrogeno

NO,: Nitrito

NOs": Nitrato

NO,.FA: Acidos grasos nitrados

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOX: NADPH oxidasa

NR: Nitrato reductasa

ONOQO': Peroxinitrito

ONOOH: Acido peroxinitroso

PBS: Tampon fosfato salino

PCD: Muerte celular programada

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PER: Peroxidasa



P1: Patron interno

PMI: Fosfomanosa impomerasa

PMP: Polipéptido de la membrana peroxisomal
PODs: Peroxidasas

PRX: Peroxirredosina

PS I/11: Fotosistema I/I1

PTMs: Modificaciones post-traduccionales
PTS: Secuencia sefial programada

PVDF: Difluoruro de polivinilo

PVPP: Polivinil polipirrolidona

RF: Pimiento rojo / Red fruit

RNA: Acido ribonucléico

RNS: Especies de nitrogeno reactivo

ROS: Especies de oxigeno reactivo

RT: Temperatura ambiente

SDS: Dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SIN-1: 3- morpholinosydnonimine

SNOs: S-nitrosotiol

SNP: Nitroprusiato sddico

SOD: Superoxido dismutasa

TBARS: Acido tiobarbiturico

TBS: Tampon tris salino

TBST: Tampodn Tris salino con Tween-20
TCA: Acido tricloroacético

TEMED: N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamina

Trx: Tiorredoxina



TR: Tiorredoxina reductasa

TRIS: Tris-hidroximetilaminometano
Trp: Triptofano

Tyr: Tirosina

UV: Ultravioleta

VDE: violaxantina depoxigenasa

VTC: Vitamin C
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La maduracion y post-cosecha de frutos de
pimiento son procesos que tienen asociados
cambios drasticos en el metabolismo, asi
como en sus caracteristicas fenotipicas.
Dentro de los cambios metabdlicos que se
producen hay que destacar los asociados a los
sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos
como no enzimaticos, que estan implicados en
la modulacién de los niveles de las especies de
oxigeno reactivo (ROS). Esta Tesis Doctoral se
ha centrado en el estudio de la dinamica de
los sistemas antioxidantes que operan durante
a maduracion y la post-cosecha en el fruto de
pimiento.

Debido a que el pimiento es una de las
hortalizas con mayor contenido en ascorbato,

n investigado algunos mecanismos
su sintesis y degradacién,
preliminares sobre los niveles
s implicados en dichos eventos.
investigd la interaccion de las
el metabolismo del ascorbato con
pecies de nitrogeno reactivo (RNS) y su

ncial regulacion por estas especies
durante la maduracion de los frutos.

El oxido nitrico (NO) es un radical
implicado en numerosos procesos fisiologicos.
Durante esta Memoria Doctoral se ha
estudiado el efecto de la aplicacion de
atmosferas enriquecidas en NO sobre los
niveles de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en frutos de pimiento.

En conjunto, los datos obtenidos en esta
Tesis Doctoral nos han permitido profundizar
en como los sistemas antioxidantes y el NO
participan en la maduracion de frutos de
pimiento en un forma que parece indicar la
existencia de una inter-comunicacion muy
activa entre ellos durante dicho p SO
fisiologico.
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Pepper fruit ripening and post-harvest are
processes that have associated drastic
changes in the metabolism, as well as in its
phenotypic characteristics. ~Among the
metabolic changes which take place, it is
important to highlight the antioxidant
systems, both enzymatic and non-enzymatic,
that are involved in the modulation of reactive
oxygen species (ROS) levels. This PhD Thesis
has been focused on the study of the
antioxidant systems that operate during
pepper fruit ripening and post-harvest.

Considering that pepper fruit is one of
the vegetables with the highest ascorbate
(Asa) content, during this work some of the
mechanisms involved in its synthesis and
degradation have been addressed. We have
studied at biochemical and molecular level
enzymes involved in the AsA biosynthetic
pathway, and data on the Ilevels of
metabolites involved in the synthesis and
degradation of AsA are also provided.
Likewise, the interaction of the enzymes of the
ascorbate metabolism with reactive nitrogen
species (RNS) was investigated as well as their
potential regulation during ripening of fruits
by these species.

Nitric oxide (NO) is a free radical
molecule involved in numerous physiological
processes. During this PhD thesis, the effect of
NO-enriched atmospheres on enzymatic and
non-enzymatic antioxidants in pepper fruits
has been also studied.

In summary, the obtained data in this
PhD Thesis have allowed us getting deeper
knowledge on the pepper fruits ripening
where both antioxidant systems and NO
metabolism have very active interactions.
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