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Aportaciones mas significativas de esta Tesis Doctoral a la comunidad cientifica:

(2

(2

(2

(2

(2

(2

Se han estudiado los antioxidantes enzimaticos de pimiento, no de una manera
analitica y estatica, sino con una proyeccion hacia el empleo de los mismos como
marcadores de identificacion de variedades y de la calidad de los frutos. Para nuestro
conocimiento, ésta es la primera vez que se acomete una investigacion de este calibre

en uno de los productos horticolas de mayor consumo mundial.

Conocimiento del contenido y la participacion de los sistemas enzimaticos
antioxidantes en un producto de gran valor comercial como es el fruto de pimiento,

en distintos estados de maduracion.

Aportar datos sobre la regulacion de la sintesis de ascorbato o vitamina C en plantas
de pimiento y su evolucion durante la maduracion del fruto, lo cual es de gran interés
cientifico, comercial y nutricional dado que el pimiento posee un alto contenido en

vitamina C.

En esta Tesis se ha puesto a punto un método de aislamiento de peroxisomas en
frutos de pimiento, algo que no se habia descrito anteriormente en frutos de plantas
superiores. Hsto confiere a la tesis un valor cientifico adicional, ya que permite

estudiar la relevancia de estos organulos en el metabolismo celular.

Se han depositado en el banco de datos nuevas secuencias de cDNA de frutos de
pimiento (Capsicum annuum 1..). En concreto, se ha obtenido el ¢cDNA total de la
GalLDH (AY547352), y los cDNA parciales correspondientes a la GR (nimero de
acceso AY547351), G6PDH (AY652703), ICDH (AY572426), 6PGDH (AY532646),
MDAR (AY652702), GalDH (AY995156), actina (AY572427) y Fe-SOD (AY173123).

Se ha investigado la participacion de los sistemas antioxidantes de la hoja en los

mecanismos de defensa frente situaciones de estrés abiotico.
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Introduccion

1.1. EL FRUTO DE PIMIENTO (Capsicum annuum. L.)

1.1.1. Caracteristicas, desarrollo y condiciones de cultivo

El pimiento es originario de la zona de Bolivia y Pert, donde ademas de Capsicum annuum
L. se cultivaban al menos otras cuatro especies. Su cultivo se difundié desde comienzos
del siglo XVI por el Viejo Mundo, desde que fuera traido por Cristébal Col6n en su primer
viaje (1493).

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una hortaliza de carécter anual, cuyo fruto no
climatérico es en forma de baya hueca, de diferente coloracién y tamafno de acuerdo a la
variedad. Las semillas se encuentran insertas en una placenta cénica de disposicion
central (Fig. 1.1A). Son redondeadas, ligeramente reniformes, de color amarillo palido y
longitud variable entre 3 y 5 milimetros (Fig. 1.1B). Pertenece a la familia Solacaceae y es
una planta herbécea perenne de porte variable entre los 0,5 metros y més de 2 metros,
cuando es cultivado en invernadero. Su sistema radicular es pivotante y profundo, con
numerosas raices adventicias. Presenta un tallo principal de crecimiento limitado vy,
dependiendo de la variedad, presentan un nimero determinado de tallos secundarios que
a su vez se ramifican de forma dicotémica. En cuanto a la hoja, ésta es entera, lampina,
lanceolada, con un apice muy pronunciado y peciolo largo y poco aparente. Las flores
aparecen solitarias en cada nudo del tallo, con insercién en las axilas de las hojas. Son
pequenas y constan, en la mayorfa de los casos, de una corola blanca (Fig. 1.1C). La
polinizacién es autégama, aunque puede presentarse un porcentaje de alogamia que no

supera el 10% (www.infoagro.com/hortalizas/pimiento.htm).

Segtn su sabor, los frutos de pimiento se clasifican en frutos dulces o picantes. Los
frutos picantes suelen ser variedades de fruto largo y delgado. La capsaicina es el
componente responsable del sabor amargo o picante de los frutos de la familia Capsicum,

y se concentra en los tabiques divisorios, placenta y en las semillas.

Fig. 1.1. Caracteristicas del pimiento. A, corte transversal del fruto de pimiento. B, semillas insertas en una placenta
conica. C, flor de la planta de pimiento. D-E, tipos de frutos de pimiento segin su forma (California, Lamuyo y Dulce
Italiano, respectivamente).



Dentro de las variedades de fruto dulce se pueden diferenciar tres tipos de
pimientos:

- Tipo California: son frutos cortos (7-10 cm), anchos (6-9 ¢m), con tres o cuatro

cascos bien marcados, con el céliz y la base del pedtnculo por debajo o a nivel de
los hombros y de carne mas o menos gruesa (3-7 mm). Son los cultivares mas
exigentes en temperatura, por lo que la plantaciéon se realiza temprano (desde
mediados de mayo a comienzos de agosto, dependiendo de la climatologia de la
zona), para alargar el ciclo productivo y evitar problemas de cuajado con el
descenso excesivo de las temperaturas nocturnas (Fig. 1.1D).

- Tipo Lamuyo: Son frutos largos y cuadrados de carne gruesa. Los cultivares
pertenecientes a este tipo suelen ser mas vigorosos (de mayor porte y entrenudos
maés largos) y menos sensibles al frio que los de tipo California, por lo que es
frecuente cultivarlos en ciclos mas tardios (Fig.1.1E).

- Tipo Italiano: frutos alargados, estrechos, acabados en punta, de carne fina,
mas tolerantes al frio, que se cultivan normalmente en ciclo tnico, con plantacién
tardia en septiembre u octubre y recoleccién entre diciembre y mayo, dando

producciones de 6-7 Kg m-2 (Fig. 1.1F).

Para el cultivo de pimiento, es necesaria una temperatura ambiente media de 20°C,
sin demasiados cambios bruscos de temperatura y con una tasa de humedad no
demasiado alta. Requiere gran cantidad de luz, sobre todo durante el primer periodo de
crecimiento, después de la germinacion. El suelo ideal son los que poseen buen drenaje,
con presencia de arenas y materia organica. Todos estos requerimientos hacen que sean
cultivados en invernaderos, donde el manejo de las condiciones exteriores son mas
controlables. La Figura 1.2. nos muestra la temperatura critica en las distintas fases de

crecimiento del fruto.

FASES DEL CULTIVO TEMPERATURA (°C)

OPTIMA MINIMA MAXIMA
Germinacion 20-25 13 40
Crecimiento vegetativo 20-25 (dia) 15 32

16-18 (noche)

Floracién y fructificacion 26-28 (dia) 18 35
18-20 (noche)

Fig. 1.2. Temperaturas criticas para pimiento en las distintas fases de desarrollo

Recientemente, se ha estudiado el efecto de las altas temperaturas en el desarrollo
de la flor de la planta de pimiento asi como en la posterior produccién de frutos (Erickson
& Markhart, 2002). La exposicién de las plantas de pimiento a altas temperaturas durante
la polinizacién producia un menor namero y tamano de frutos y un menor ntmero de

semillas (Erickson & Markhart, 2001; 2002). A su vez, cuando las altas temperaturas
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afectan al desarrollo temprano de la flor, ésta presenta una suave reduccién del namero

de semillas y una gran disminucién de la viabilidad del polen.

1.1.2. Importancia econémica y distribucion geogrdfica

El pimiento es el segundo vegetal mas consumido en el mundo después del tomate. Por
ello, este fruto es de una gran importancia agronémica, nutricional y comercial.
Posiblemente debido a su triple destino de consumo, pimiento en fresco, para pimentén y
para conserva, este producto ha alcanzado un gran valor comercial, principalmente en
Espana, donde el cultivo de pimiento ha crecido espectacularmente y ha tenido como
consecuencia el desarrollo del cultivo en invernaderos en todo el litoral mediterrdneo
espanol (Namesny, 1996; 2006).

En cuanto a la campana de 1996, el 43,9% de los pimientos producidos en el
mundo proceden de la Cuenca del Mediterrdneo (Nuez et al, 1996). En ella, los
principales productores son, de mayor a menor, Turquia (produce una cuarta parte de
todo lo que se obtiene en esta zona del mundo), Espana e Italia (ambas sumaban el 30% de
la produccién de la Cuenca del Mediterraneo). El otro gran productor del mundo es
China, en la que practicamente se obtiene una cuarta parte del total. Le siguen Nigeria,

Mgéjico, Indonesia y Estados Unidos (Fig. 1.3).

Paises cuenca
del M editerraneo 1996
 439%

China
23,9%

Nigeria M éxico F()D;rsc;ss
o 0, Indonesa
9.1% 8.7% oo EEUU 6.5%

. 1 = [ ]

0
: O Turquia 8% 2004
China ~
& | 55% B Espaia 4,7%
O Egipto 1,8%
o Italial,7%
W Otros 2,4%
40 |
Paises cuenca
del Mediterréneo
18,6%
0 4 M éxico
8,5% EEUU Nigeria Indonesia
,—I 3,9% 3,3% 2,6%
0 [ ] [ 1 ——

Fig. 1.3. Principales productores de pimiento en el mundo durante las campaiias de 1996 y 2004. Datos en
porcentaje. Total en 1996, 9.638.000 toneladas y en 2004, 21.821.280 toneladas.



Espana es uno de los principales productores europeos de pimiento y sus
principales zonas de cultivo son Almeria (8.000 hectéreas) y Murcia (1.500 hectéareas). En
la primera se emplean todos los tipos de pimiento en cultivo de otofio e invierno y la
cosecha se realiza de octubre a marzo. En Murcia se comercializa con cultivos de
primavera-verano, desarrollindose la cosecha entre marzo y julio. En este caso, se
cultivan principalmente frutos de tipo lamuyo.

Dos terceras partes de la produccién espanola de pimiento va destinada al
mercado nacional, mientras que el resto es exportada a otros paises europeos

(www.horticom.com). En otofio-invierno el liderazgo de las exportaciones lo tiene Espania,

mientras que en primavera-verano lo comparte con Holanda, en un flujo de producto que
complementa las respectivas producciones locales (Namesny, 1996).

Respecto al pimiento en fresco, por su caracter perecedero, los intercambios
internacionales estdn concentrados en tres dreas. Una es la ya comentada para abastecer a
Europa, basicamente proveniente de paises europeos y Cuenca del Mediterraneo. Otra es
la formada por los envios de Méjico hacia Estados Unidos. Una tercera, la que se produce
en el este asiatico, con producto procedente de China e India. No obstante, el pimentén y
pimiento deshidratado si son objeto de un activo intercambio a nivel mundial, siendo los

principales exportadores, siempre en datos de la FAO, Espana, China y Méjico.

1.1.3. Valor nutricional

Ademés del agua, la cual representa més del 90% del contenido del fruto de pimiento
fresco, fibra, pectinas, glucosa, y fructosa representan los principales componentes. Esto
hace que sea una hortaliza con un bajo aporte caldrico y, al igual que el resto de verduras,
su contenido proteico es muy bajo y apenas aporta grasas. Los frutos de pimiento son
ademas, importantes fuentes naturales de antioxidantes como los carotenoides, vitamina
C o ascorbato y vitamina E o a-tocoferol, entre otros (Howard et al., 2000; Navarro, et al.,
2006). Los carotenoides (carotenos y xantofilas) son los responsables del color en los frutos
de pimiento, propiedad que deben principalmente a la capsantina, y entre sus
propiedades destaca el que son precursores de la vitamina A o retinol (Amit Krishna De,
2003). Ademés, el fruto fresco de pimiento destaca por su alto contenido en vitamina C,
pudiendo ser éste més del doble del que se encuentra en frutas como las naranjas y las
fresas (Davey et al., 2000; Proteggente et al., 2002, Mateos et al., 2003; Martinez et al.,
2005). Por otro lado, la vitamina E retarda o inhibe la oxidacién lipidica, ya que actta
como un secuestrador de radicales lipidicos (Smirnoff, 2000). En menor cantidad estan
presentes otras vitaminas del grupo B (B6, B3, B2 y B1). El contenido de algunos
antioxidantes en el pimiento depende ademas de muchos factores, como el estado de
maduracion, las condiciones medioambientales o el almacenamiento de dichos frutos

(Jiménez et al., 2003; Martinez et al., 2005; Navarro et al., 2006). Entre los minerales, cabe
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destacar la presencia de hierro y potasio, y en menor proporcién estan presentes el
magnesio, el fésforo y el calcio (Amit Krishna De, 2003).

La turgencia y picor de las especies del género Capsicum se deben, como se
coment6 anteriormente, principalmente a compuestos relacionados con la capsaicina, los
capsaicionoides. Debido a sus acciones especificas, la capsaicina es utilizada en los
laboratorios de investigacién neuronal ya que, dependiendo de su dosis puede provocar
efectos analgésicos, antiinflamatorios o, por el contrario, favorecer la muerte neuronal
(Amit Krishna De, 2003).

Desde hace algunos afos, se relaciona el consumo de frutas y verduras, debido a
su contenido en antioxidantes, con la prevencién de enfermedades crénicas relacionadas
con el estrés oxidativo asi como el cancer y las enfermedades cardiovasculares . De hecho,
estudios recientes indican que los frutos de pimiento se encuentran dentro de los
alimentos vegetales mas ricos en actividad antioxidante (Chu et al., 2002; Mariko et al.,
2005). Otros estudios demuestran que los frutos de pimiento presentan un alto contenido
en zeaxantina, antioxidante que previene la degeneracion macular (Sommerburg et al.,
1998).

1.2. ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO (ROS)

Todos los organismos aerobios estan afectados por la paradéjica situacién de que el
oxigeno, fuente de su existencia, también es una sustancia toxica en cuya presencia solo
pueden sobrevivir gracias a un elaborado sistema de defensa. La toxicidad del oxigeno es
debida principalmente a los productos de su reduccién y a su forma excitada, el oxigeno
singlete (10;). La reduccién completa del oxigeno requiere cuatro electrones, con
produccién de una molécula de agua. Sin embargo, la reduccién también puede ocurrir en
pasos univalentes, dando lugar al radical libre superé6xido (O ), al peréxido de hidrégeno
(H20»), y al radical libre hidroxilo (OH) (Fig. 1.4) (Salin, 1988). Durante este proceso se
forman moléculas radicales, es decir que presentan un electrén desapareado ocupando un
orbital atémico o molecular, (Halliwell & Gutteridge, 2000) y no radicales, todas ellas

constituyen junto a otras las denominadas especies de oxigeno reactivo (ROS) (Tabla 1.1).

O,+1le ———— > O, . . . ) ,
L Le o1 Fig. 1.4. Formacion de especies de oxigeno reactivo
! (ROS) durante la reduccion del oxigeno a H,0 (Salin,
O,+2e +2H" — H,0, 1988). La reduccion completa del O, requiere cuatro
¢ le, 1H" electrones, con produccion de dos moléculas de agua. Sin
O,+3e +3H* — 'OH embargo, la reduccion también puede ocurrir en pasos
L 1e,1H* univalentes, dando lugar sucesivamente al radical libre
O,+4e +4H* — 2H,0 sup‘eroxlldo (Qz' ),‘ al peroxido de hidrégeno (H,0,) y al

radical libre hidroxilo (-OH).




Tabla 1.1. Principales especies de oxigeno reactivo (ROS)

Radicales No radicales

Superdxido (O,7) Peréxido de Hidrégeno (H,O,)
Hidroxilo ((OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo (RO,) Ozono (O5)

Alcoxilo (RO") Oxigeno singlete (*O,)

Hidroperoxilo (HO,') Peroxinitrito (ONOO")

En plantas se han detectado un gran ntmero de sitios de produccién de ROS a
nivel subcelular (Tabla 1.2). Algunas de estas reacciones estdn implicadas en el
metabolismo normal de la célula, como la fotosintesis y la respiracion y otras se inducen

en ciertas condiciones de estrés, como la fotorrespiracion (Mittler, 2002).

Tabla 1.2. Sitios de produccion de ROS a nivel subcelular en plantas.

Mecanismo Localizacién ROS Referencias

principales
CTE fotosintética y PST o II Chl O,” Asada & Takahashi, 1987; Asada, 1999
CTE respiratoria Mit O,” Dat et al., 2000; Moller et al., 2001
Glicolato oxidasa Per H,0, Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2003a
Clorofila excitada Chl 102 Asada y Takahashi, 1987
NADPH oxidasa MP O,” Foreman et al., 2003
B-oxidacién de 4cidos grasos Per H,0, Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2003a
Oxalato oxidasa Apo H,0, Dat et al., 2000
Xantina oxidasa Per O,” Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2003a; 2006
Peroxidasas, Mn?* y NADPH PC H,0,, O,” Grant & Loake, 2000; Polle, 2001
Amina oxidasa Apo H,0, Allany Fluhr, 1997
Super6xido dismutasa Chl, Cit, Mit, Per, Apo H,0, Alscher et al., 2002; del Rio, 2006

Abreviaturas: Apo, apoplasto; Chl, cloroplasto; Cit, citosol; CTE, cadena de transporte de electrones; PS, fotosistema; Mit,
mitocondria; MP, membrana plasmaética; 10,, oxigeno singlete; PC, pared celular; H,0,, per6xido de hidrégeno; Per,
peroxisoma; O,~, radical superéxido; ROS, especie de oxigeno reactivo.

1.2.1. Radical Superdxido
El radical superéxido (O: ) se produce por la reduccién del oxigeno con un solo electrén
(Halliwell & Gutteridge, 2000). Su estabilidad es mayor en disolventes orgénicos que en
soluciones acuosas, pues en éstas desaparece rdpidamente por dismutacién esponténea.

El radical O, es inestable, con una vida media de milisegundos (Donelly &
Robinson, 1995) y puede reaccionar con los peréxidos lipidicos generados bajo su accién y
oxidar aminoécidos especificos tales como histidina, metionina o triptéfano (Dat et al,,

2000). El radical O, también puede reaccionar con el 6xido nitrico (NO’), conduciendo a
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la formacién de peroxinitrito (ONOO ), que es una molécula con mayor capacidad
oxidante (Dat et al, 2000). Uno de los efectos mas toxicos del O, surge cuando éste
reacciona con H>O» en presencia de metales como Fe o Cu, llevandose a cabo la reacciéon
Haber-Weiss (Fig. 1.5) con la consiguiente produccion de radical hidroxilo (OH), uno de

los oxidantes més potentes que se conocen.

O, +Fet3 ————> O,+Fe?

0,+H,0, — > Fe**+ OH+OH- (Reaccién de Fenton)

o, +H0, ——» O, + OH+OH- (Reaccién de Haber-Weiss)

Fig. 1.5. Formacion de radicales *OH por la reaccion de Haber-Weiss. Esta reaccion esta
catalizada por metales como Fe o Cu.

A nivel subcelular, el radical O, se origina como consecuencia del desvio hacia el
oxigeno de los electrones de las cadenas de transporte electréonico ubicadas en las
membranas de los organulos celulares (Donelly & Robinson, 1995; Lledias et al., 1998).
También es generado por enzimas oxigenasas y oxidasas capaces de reducir directamente
el 02 a O, como la xantina oxidasa, la galactosa oxidasa o peroxidasas inespecificas. Otra
fuente es la autooxidacién de compuestos reducidos, tales como mioglobina,
hemoglobina, citocromo ¢, ferredoxina, catecolaminas, fenoles, flavinas e hidroquinonas
(Halliwell & Gutteridge, 2000).

Los principales orgénulos vegetales productores de radicales superéxido son los
cloroplastos, las mitocondrias y los peroxisomas. También se producen radicales
superdxido en la pared celular y en la membrana plasmaética. En cloroplastos, el principal
sitio de generacion de O, es el fotosistema I, a nivel de la ferredoxina-NADP-reductasa y
la forma reducida de la monodeshidroascorbato reductasa (MDAR) (Asada & Takahashi,
1987; Asada, 1992; 1994; 2000; Corpas et al, 2001, Halliwell & Gutteridge, 2000).
Asimismo, recientemente se ha descrito la generacion de radicales O, en el fotosistema 1I,
por el Psso, la feofitina y la proteina Qa (Annanyev et al, 1994; Navari-lzzo & Rascio,
1999). Los radicales O, son productos inevitables de la cadena de transporte electrénico
de los cloroplastos durante la fotosintesis, incluso en condiciones éptimas (Lascano et al,,
1998). Ciertas situaciones medioambientales, como una alta intensidad de luz y/o una
baja concentraciéon de CO,, disminuyen la posibilidad de NADP+ en el cloroplasto,
incrementandose el flujo electrénico hasta el O, y conduciendo esto a una mayor
produccién de O, (Casano et al., 1997; Karpinski et al., 1997; Lascano et al., 1998).

En mitocondrias vegetales, la generacion de radicales O, ocurre por
autooxidacién de los componentes reducidos de la cadena de transporte electrénico
respiratoria (Dat et al., 2000), en particular, a nivel de la ubiquinona-citocromo b (complejo

II) y la NADH deshidrogenasa (complejo I) (Boveris, 1984; Gonzalez-Flecha & Boveris,



1995; Dat et al., 2000). Ademés, el ubiquinol (UQ’) puede ceder electrones al complejo III
en dos sitios, uno a nivel de la superficie interna y otro junto a la superficie externa de la
membrana mitocondrial interna, dando lugar a la liberacién de radical superéxido a
ambos lados de dicha membrana (Raha & Robinson, 2000; Moller, 2001).

En peroxisomas de hojas de guisante y de cotiledones de sandia se han descrito al
menos dos sitios para la regeneracion de radicales O : en la matriz, por accién de la
xantina oxidasa (XOD), y en la membrana, dependiente de NAD(P)H (Sandalio & del Rio,
1988; del Rio et al., 1992; Lépez-Huertas et al., 1997; 1999; Corpas et al., 2001).

Otras fuentes celulares de producciéon de radicales O, son las peroxidasa de la
pared celular, que producen O, a expensas del NADH en una reaccién dependiente de
Mn?+ (Bolwell et al., 1995; Dat et al., 2000) y las NAD(P)H oxidorreductoras de la
membrana plasmatica, que producen O, y HxO, y estdn asociadas a cadenas de
transporte electrénico (Vianello et al., 1990; Vianello & Macri, 1991; Hicks & Morre, 1998).

De las oxidasas y oxigenasas, la forma O de la xantina oxidorreductasa (xantina
oxidasa, XOD), es uno de los principales sistemas enziméticos celulares generadores de
O. (Fridovich, 1986; Halliwell & Gutteridge, 2000; Palma et al., 2002). La XOD, cuya
funcién fisiolégica es convertir xantina e hipoxantina procedentes de la degradacién de
acidos nucleicos en &cido trico, es una flavoproteina con muy baja especificidad de
sustrato, lo que la capacita para generar radicales O, a partir de una amplia gama de
compuestos, entre los que se encuentran pirimidinas, pterinas y aldehidos (Fridovich,
1986; Nichols & Low, 1986; Nishino, 1994; Harrinson, 2002). En plantas, se ha observado la
presencia de XOD en el citosol y en los peroxisomas de hojas y nédulos (Nguyen et al.,
1986, Nguyen, 1986; Datta et al., 1991; Corpas et al., 1997), y su funcién se ha relacionado
con la fijacion del nitrégeno y la biosintesis de ureidos en nédulos (Hanks et al., 1981;
Atkins et al., 1984), y con el catabolismo de 4acidos nucleicos y nucleétidos en el resto de
tejidos (Corpas et al., 1997), especialmente durante la senescencia (Nguyen, 1986; Pastori

& del Rio, 1997) y durante las relaciones patégeno-hospedador (Montalbini, 1992).

1.2.2. Per6xido de hidrégeno

De todas las ROS, el H,O, es el mdas estable en solucién, tiene una vida media
relativamente alta, y puede comportarse como oxidante o reductor, aunque tiene baja
capacidad para reaccionar con la mayoria de las moléculas orgénicas si no existen
catalizadores metalicos (Karpinski et al., 1997; Halliwell & Gutteridge, 2000; Dat et al.,
2000). Existen distintos sistemas celulares de generacion de peréxido de hidrégeno. El
H>O» se origina por desproporcionamiento espontdneo o enzimético de los radicales
superodxido por la superéxido dismutasa (SOD) (Halliwell & Gutteridge, 2000). Ademas,
la reduccion de los radicales O, por ascorbato, tioles, ferredoxina o iones Mn?*, lleva
también consigo la producciéon de H.O» (Asada & Takahashi, 1987; Miller et al., 1990). El

H>O» es asimismo producido durante la accién enzimatica de diversas oxidasas (glucosa
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oxidasa, D-aminoédcido oxidasa, prostaglandina sintetasa, monoamino oxidasa, etc.
(Ballou et al., 1969; Halliwell, 1987); de flavin oxidasas (glicolato oxidasa, xantina oxidasa
(indirectamente), urato oxidasa, etc.) (Lledias et al., 1998); y, de peroxidasas, como las
implicadas en la explosién oxidativa provocada por patégenos (Dat et al., 2000).

Una de las causas de la toxicidad biolégica del H.O, proviene de su capacidad
para oxidar a los grupos -SH, la cual puede incrementarse en presencia de catalizadores
metalicos por las reacciones Fenton o Haber-Weiss (Dat et al., 2000).

La produccién de H»>O, en la mayoria de las células aerobias ocurre en los
peroxisomas, las mitocondrias, los microsomas y los cloroplastos (Halliwell & Gutteridge,
2000). En los cloroplastos y mitocondrias, el H>O> se origina por dismutacién espontanea
del O; vy por la acciéon de las superdxido dismutasas que alli se ubican (Asada, 2000;
Raha & Robinson, 2000). En los peroxisomas, las principales fuentes de H>O, son la
glicolato oxidasa, la acil-CoA oxidasa y otras flavin oxidasas (urato oxidasa, xantina
oxidasa, etc) y la superdxido dismutasa (del Rio et al., 2002a; 2002b).

Un aspecto importante del H.O, es que puede intervenir como molécula
senalizadora (Noctor et al., 2002a; 2002b; Mittler et al., 2004; Foyer & Noctor, 2005), dada
su relativa estabilidad, pequeno tamafo y a que hay muchos mecanismos implicados en
su produccion, algunos de los cuales son rapidos y controlables, y otros en su eliminacién
(Hancock et al., 2001; Foyer & Noctor, 2005). En este caso, el H>O, interviene como
segundo mensajero en muchos procesos asociados con el crecimiento y desarrollo de la
planta (Shoroeder et al., 2001a; 2001b; Foreman et al., 2003). Como segundo mensajero de
la accién hormonal, el HO, y el ABA interacttan controlando la apertura estomatica, y
ambos estan implicados en la activacién de los canales de Ca2* (Pei et al., 2000), que a su
vez activa a las NADPH oxidasas de membrana, generadoras de Oy (Hancock et al.,
2001; Foreman et al., 2003). En este caso, el H2O,, a través de las NADPH oxidasas
productoras de ROS y las peroxidasas, activa procesos tan diversos como la expresiéon de
genes, cierre estomatico, crecimiento de la raiz y la muerte celular programada (Foyer &
Noctor, 2005). De hecho, la acumulacién de H>O» esta asociada con la expresiéon de genes
de defensa frente a la respuesta hipersensible o a heridas (Foyer et al., 1997; Noctor et al.,
2002a; 2002b). Ademés, el H»O, parece intervenir en mecanismos de senalizaciéon
mediante la alteracion del estado redox de la célula, el cual es crucial para el correcto
funcionamiento de muchas enzimas (Hancock et al., 2001). Este hecho también le permite
alterar el estado redox de ciertos antioxidantes como el glutation y el ascorbato, lo cual
afecta a la expresion y traduccion de algunos genes (Noctor et al., 2002a; 2002b; Foyer &
Noctor, 2005). No obstante, los cambios mas importantes en el estado redox celular,
provocados por un aumento en la produccién de H>O» en respuesta a estrés o a hormonas,
tienen lugar a nivel apopléstico donde la capacidad de regeneracién del ascorbato es

reducida y los niveles de glutation son escasos o ausentes (Noctor et al., 2002a).



1.2.3. Radical hidroxilo

El radical ‘OH es considerado el oxidante mas potente entre todas las especies de oxigeno
reactivo. Su vida media es muy corta de aproximadamente 1 x 10- segundos. Son capaces
de reaccionar con proteinas, dcidos nucleicos y lipidos de membrana (Lledias et al., 1998;
Halliwell & Gutteridge, 2000). Ademés, los radicales OH son capaces de reaccionar con
gran cantidad de moléculas organicas, tales como aztcares, aminoécidos, fosfolipidos,
nucleétidos y acidos organicos (Hoey et al., 1988; Halliwell & Gutteridge, 1992; 2000;
Mittler et al., 2004). Ademas de la reaccién Haber-Weiss, descrita anteriormente, otra de
las fuentes de ‘OH es la reacciéon de determinadas semiquinonas con el H.O,, habiéndose
postulado que puede ser posible sin la necesidad de que iones metélicos actten como

catalizadores (Kappus, 1985).

1.2.4. Oxigeno singlete

El oxigeno singlete (1O;), una forma de estado excitado del oxigeno no radical, es una
especie muy reactiva (Asada & Takahashi, 1987; Lledias et al., 1998). La excitacién del O,
ocurre cuando determinados compuestos, como tetrapirroles, flavinas, uterinas, clorofilas,
retinoides y varias porfirinas, son iluminados con luz de una determinada longitud de
onda, produciéndose después las Illamadas reacciones fotodindmicas o de
fotosensibilizacién (Lledias et al., 1998; Halliwell & Gutteridge, 2000; Fufezan et al., 2002;
op den Camp et al., 2003). La energia de excitacién que se acumula en compuestos como
la clorofila, se transmite entonces al O,, formandose el 1O,. La capacidad oxidativa del 1O,
es mayor que la del oxigeno molecular, pudiendo oxidar a algunas enzimas como la
catalasa. Esta ROS tiene, ademas, gran afinidad por ambientes lipofilicos, donde muestra
una vida media més alta y puede promover la peroxidacién lipidica (Halliwell &
Gutteridge, 2000; Affek & Yakir, 2002; Bonini et al., 2002; Trebst et al., 2002).

Como hemos ido observando las especies de oxigeno reactivo son generadas en los
procesos metabdlicos habituales en todos los organismos aerobios. De hecho, ya en los
anos 70, se estimé que el 1% del O, consumido por la mitocondria se desviaba hacia la
formacion de O, (Boveris & Chance, 1973). Los dafios producidos por las ROS, incluidos
la mutacion del DNA, la oxidacién de proteinas y la peroxidacién lipidica contribuyen a la
aparicion de cancer, diabetes, arteriosclerosis, inflamacién y envejecimiento de la piel
(Finkel, 2000). En los tultimos anos, la prevenciéon de céncer y enfermedades
cardiovasculares estd asociada al consumo de fruta fresca, vegetales y té rico en
antioxidantes naturales (Cao et al., 1996). Esto sugiere que a mayor consumo de estas
sustancias el riesgo de muerte en estas enfermedades sea menor (Willcox et al., 2004). Por
ello desde hace algunos anos se estd llevando a cabo el estudio del contenido en

antioxidantes en muchas especies de interés agroalimentario como verduras y frutos.
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1.2.5. ROS y estrés abidtico en plantas

En situaciones normales, las ROS que se generan por el propio metabolismo celular no
acttan de forma tdxica, puesto que son eliminadas por los sistemas de defensa de la
célula, pero en ciertas situaciones de estrés, la sintesis de ROS se vuelve mas activa, siendo
los sistemas antioxidantes incapaces de eliminar el exceso de ROS y provocando, en la
mayoria de los casos, estrés oxidativo o danos en las células y tejidos donde se producen.

Actualmente se conocen muchas situaciones de estrés que producen una respuesta
oxidativa en la planta como pueden ser el estrés térmico, hidrico, por anaerobiosis, por
xenobidticos, por procesos patogénicos y por nutrientes, entre otros. A continuacién se
muestra un ligero resumen de los resultados descritos en la literatura y que relacionan el
estrés abidtico con la sobreproducciéon de ROS.

Los dafos ocasionados en situaciones de estrés hidrico parecen guardar una
relacion directa con la generaciéon de radicales superdxido en cloroplastos. A su vez dicho
radical O, podria generar radical hidroxilo por reaccién con Fe, que se encuentra en
concentracién elevada en condiciones limitantes de agua (Price & Hendry, 1989; Noctor et
al., 2002a).

En plantas acuaticas, donde en ocasiones el oxigeno puede ser un factor limitante,
origindndose estrés por anoxia, parece que la produccion de radicales O, puede deberse a
la actividad xantina oxidasa (XOD; EC 1.1.3.22) o por la oxidacién espontanea de
compuestos reducidos acumulados en el periodo anéxico. En plantas sensibles a dicho
estrés la restauracion de la concentraciéon de oxigeno va acompanada de un incremento de
la concentracién de malondialdehido, un producto de la peroxidacién lipidica, lo que
provoca danos oxidativos durante la fase de recuperaciéon (Monk et al., 1987; 1989).

Ciertos herbicidas ejercen su toxicidad a través de la producciéon de ROS
provocando un estrés oxidativo en cloroplastos. Este es el caso del paraquat y diquat que
son reducidos en el cloroplasto, con formacién de su radical catiénico que reacciona con el
O dando lugar a la produccion de radicales O, y el H.O, (Halliwell, 1987; Elstner, 1987).
Los radicales OH también ejercen su efecto téxico al formar radicales lipidicos. Otros
herbicidas como el DMCU (diclorofenil dimetil urea), ejercen su toxicidad a través de la
generacién de oxigeno singlete, o bien por inhibicién del transporte electrénico
fotosintético, o por represion de la sintesis de carotenoides. Por altimo, se ha postulado
que los herbicidas auxinicos ejercen su accién propiciando una sobreproduccién de ROS
(Grossmann, 2000a; Romero-Puertas et al., 2004).

Existen contaminantes atmosféricos como el SO, que puede ser reducido en el
cloroplasto a radical HSOs', el cual puede producir una reaccion en cadena con formacion
de ‘OH, lo que a su vez originaria peroxidaciones lipidicas y conduciria a la destrucciéon
de las clorofilas y lipidos de membrana (Elstner, 1987; Sandmann & Gonzélez, 1989). La
polucién medioambiental provoca, ademas, la proliferacién de peroxisomas debido a una
sobreproducciéon de ROS (Lépez-Huertas et al., 2000; Cajaraville et al., 2003).
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También se han observado formacién de ROS en situaciones de estrés salino. En
plantas de Pisum sativum sometidas a estrés salino parece tener lugar un incremento en la
produccion de radicales O, y H2O, en mitoconcondrias y cloroplastos, con un aumento
en la peroxidacién lipidica y oxidacién de proteinas y un incremento de algunas de las
defensas enzimaticas (Hernandez et al., 1993; 1995; Gémez et al., 1999; 2004).

Se relaciona los efectos toxicos de las altas concentraciones de metales con la
produccién de ROS. En cloroplastos aislados de espinaca, concentraciones elevadas de Cu
provocan una inhibicién del transporte fotosintético, lo que conduciria al desvio de los
electrones hacia el oxigeno con produccién de oxirradicales y radicales lipidicos (Shioi et
al, 1978; Sandmann & Boger, 1980). En plantas de guisante tratadas con Cd la
sobreproduccién de ROS también genera un descenso de la tasa fotosintética y un
incremento de la peroxidacion lipidica, oxidacién de proteinas y de la actividad proteasa
(Sandalio et al., 2001; Romero-Puertas et al., 2002a).

El dafo oxidativo a las biomoléculas esta con frecuencia asociado a cualquier clase
de estrés. Todas las ROS generadas pueden reaccionar con el DNA, proteinas y lipidos
(Dat et al., 2000). Las principales reacciones de las ROS con las moléculas de los
componentes celulares incluyen el inicio de procesos de autoxidacién de biomoléculas por
radicales ‘'OH e hidroperoxilo (HO,), reacciones de ramificacién por radicales alcoxilo
(RO), reacciones de adiciéon por radicales OH y por 'O, a dobles enlaces, reacciones de
abstraccion de hidrégenos de carbonos arilicos por radicales ‘'OH, y la oxidacién de
grupos -SH, grupos tioéter (R-S-R) y grupos amino (-NH») (Cerutti, 1985). Las
consecuencias mas drasticas son mutaciones, intercambios de crométidas hermanas,
aberraciones cromosdmicas, citotoxicidad, carcinogénesis (induccién de las fases de
promocién y progresién) y degeneracion celular relacionada con el envejecimiento
(Cerutti, 1985).

A nivel proteico, altos niveles de ROS causan modificaciones oxidativas en las
proteinas (Reinheckel et al., 1998; Palma et al., 2002), que terminan inactivandolas y
haciéndolas mucho mas susceptibles a la actividad proteolitica endégena (Stadtman, 1992;
Lledias et al., 1998; Lascano et al., 1998; Doulis et al., 1998). En proteinas, los sitios directos
expuestos a la acciéon de ROS son los aminoacidos arométicos y los grupos -SH (Lascano
et al, 1998). El dano funcional de las proteinas por ROS puede ocurrir por oxidacién
directa de las cadenas laterales de los aminoacidos, por cambios redox de los metales
presentes en los grupos prostéticos (Stadtman, 1992), o por reacciones secundarias con
productos aldehidicos de la peroxidacién lipidica (Levine et al, 1990). Todas estas
reacciones pueden resultar en la formacién de grupos carbonilo en la molécula proteica,
cuya determinacién se ha convertido en un marcador ampliamente usado para estimar el
grado de modificacién oxidativa de las proteinas (Levine et al., 1994; Reinheckel et al,,
1998; Romero-Puertas et al., 2004).
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Los danos en el DNA pueden ser indirectos, como la activacién de endonucleasas
dependientes de Ca2* debido al incremento en la concentracién intracelular de Ca?*, y la
inactivacién de enzimas implicadas en la reparacién y/o replicacion del DNA, o directos,
debido a la modificacién de las bases (ptricas y pirimidinicas) y de los aztcares que
componen las dos hebras del DNA (Halliwell & Gutteridge, 2000). En este sentido, el OH
es el mas activo de las ROS, por ser capaz de alterar tanto la replicacion, la transcripcién y
la reparacién del DNA, como de provocar mutaciones y alteraciones en la estructura del
DNA y la cromatina (Nunoshiba et al., 1999; Halliwell & Gutteridge, 2000).

A nivel de membranas, las ROS pueden causar la peroxidacion lipidica (Apostol et
al., 1989), proceso que se ve favorecido por la presencia de ciertos metales como el Cu*2y
el Fet3 (Casano et al., 1997). La peroxidacién lipidica altera la funcionabilidad de las
membranas, siendo los &cidos grasos poliinsaturados lo mas susceptibles a este ataque
(Halliwell & Gutteridge, 2000). La peroxidacion lipidica puede ser iniciada por los
radicales OH, y ser acompanada generalmente de la formacién de productos secundarios
derivados de la rotura de cadenas de los 4cidos grasos (Reinheckel et al., 1998). Entre
ellos, se encuentra el malondialdehido (MDA), producto de la descomposicién de los
hidroperéxidos lipidicos, cuya determinacién se ha convertido en una herramienta bésica
indicadora de la severidad del dafio celular durante el estrés oxidativo (Gechev et al,,
2002).

1.3. ANTIOXIDANTES

Segun Halliwell y Gutteridge (2000), los antioxidantes son aquellas sustancias que, a baja
concentracién, disminuyen o previenen de forma significativa la oxidacién del sustratos
potencialmente oxidables. Estos sistemas antioxidantes ayudan a mantener
concentraciones controladas de ROS bajo condiciones fisiolégicas, de forma que no
puedan producir situaciones prooxidantes (Cerutti, 1985, Halliwell & Gutteridge, 2000).
Entre los antioxidantes se incluyen moléculas de bajo peso molecular (antioxidantes no
enziméticos) y enzimas (antioxidantes enzimaéticos). Estos sistemas previenen la
formaciéon incontrolada de especies de oxigeno reactivo, o inhiben su reaccién con
estructuras biolégicas. Esta funcién antioxidante puede inducir cambios en el
metabolismo y juega un importante papel en la regulacién trascripcional y/o
postranscripcional de la expresion y actividad de determinadas proteinas (Chaudiere &
Ferrari-lliou, 1999). En la Tabla 1.3. se detallan los antioxidantes mdas importantes
descritos en plantas.

Se piensa que los antioxidantes fueron desarrollados por los organismos aerobios
para adaptarse a los niveles actuales (21%) de oxigeno atmosférico y asi protegerse de la
toxicidad de éste y llegar a utilizarlo en sus reacciones metabdlicas (oxidasas, oxigenasas y
enzimas hidroxilasas), asi como para la obtencién de energia utilizando cadenas de

transporte electrénico con O, (Halliwell & Gutteridge, 2000).
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La capacidad antioxidante de estas biomoléculas depende de la especie reactiva
sobre la que acttian, donde y como se genera ésta, asi como del dafo que la misma
produce. Los antioxidantes pueden actuar en los distintos procesos de la secuencia

oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién (Halliwell & Gutteridge, 2000).

Tabla 1.3. Principales sistemas antioxidantes descritos en plantas

Antioxidantes no enziméaticos Antioxidantes enzimaticos
Hidrosolubles Superoxido dismutasa
Acido ascérbico Catalasa
Glutation Ciclo ascorbato-glutation
I}I-aceti}cisteina Ascorbato peroxidasa
Acido Urico Monodeshidroascorbato reductasa
Glucosa Deshidroascorbato reductasa
Manitol Glutation reductasa
Albamina Peroxidasas
Liposolubles Glutation S-transferasa
o—tocoferol Tiorredoxinas
Carotenoides Peroxirredoxinas
Flavonoides NADP-deshidrogenasas
Quelantes de metales Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

6-fosfogluconato deshidrogenasa
Isocitrato deshidrogenasa

Enzima malico

1.3.1. Antioxidantes enzimaticos

Son agentes que eliminan cataliticamente radicales libres y otras especies reactivas
impidiendo asi la iniciacién de oxidaciones en cadena (Winston, 1990). A nivel subcelular,
los antioxidantes enzimaticos estan presentes en distintos orgénulos cerca de los lugares
de produccién de ROS para prevenir el dafio oxidativo en ellos (Dhaunsi et al., 1993). Las
principales enzimas con propiedades antioxidantes son la superéxido dismutasa, catalasa,
las enzimas del ciclo ascorbato-glutation como la ascorbato peroxidasa, glutation
reductasa, monodeshidroascorbato reductasa y la deshidroascorbato reductasa.
Recientemente se empieza a considerar a las deshidrogenasas dependientes de NADP*,
implicadas en la generacion de NADPH, como enzimas antioxidantes, ya que soportan el
buen funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation (Corpas et al, 1998a; 1999b;
Valderrama et al., 2006).

1.3.1.1. Superdxido dismutasas (SOD; EC 1.15.1.1)
La super6xido dismutasa se encuentra presente en todos lo organismos vivos salvo
algunos estrictamente anaerobios, asi como en la mayor parte de los compartimentos

celulares. Desde los afos 60, cuando fue descubierta, se le ha dado mucha importancia a
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esta enzima por su papel detoxificador al transformar O, en H,O, (McCord & Fridovich,
1969).
Oy + O +2H* - HyO2+ O,

Las SODs pertenecen a una familia de metaloenzimas que segtn el metal presente
en su grupo prostético se clasifican en Fe-SODs, Mn-SODs y CuZn-SODs. Dichas
isoenzimas pueden ser identificadas experimentalmente debido a su sensibilidad
diferencial a inhibidores como CN" y H,O,. La CuZn-SOD se caracteriza por ser sensible a
ambos. La Fe-SOD es s6lo sensible al H>O,, mientras que la Mn-SOD es resistente a
ambos inhibidores (Bridges & Salin, 1981). Una caracteristica importante de las SODs en
plantas es que el tipo de SOD presente como su localizaciéon celular varia entre las
distintas especies vegetales, estado de desarrollo y en respuesta a estreses
medioambientales. Todas las SODs se codifican en el ntcleo y su localizacién subcelular

se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Distribucion subcelular de SODs en plantas superiores

N° de

Isoenzima subunidades Localizacién Referencias
CuZn-SOD 2 x16-17 kDa Citoplasma Sandalio et al. (1997); Palma et al. (1997)
Kanematsu & Asada (1990)
Cloroplastos Hernandez et al. (1994); Ogawa et al. (1995)
Peroxisomas Sandalio et al. (1987; 1988; 1997)
Corpas et al. (1998b; 2006)
Bueno & del Rio (1992)
Ncleo Ogawa et al. (1996); Corpas et al. (2006)
Extracelular Streller & Wigsle (1994); Ogawa et al. (1996)
Mn-SOD 4 x24-27 kDa Peroxisomas del Rio et al. (1983)
Sandalio et al. (1988; 1997)
del Rio & Donalson (1995)
Palma et al. (1998)
Mitocondrias Sandalio et al. (1987); Sakamoto et al. (1992)
Zhu & Scandalios (1995); Corpas et al. (2006)
Fe-SOD 2 x 20-24 kDa Citoplasma Becana et al. (1989)
Cloroplastos Salin & Bridges (1980); Corpas et al. (2006)
Peroxisomas Droillard & Paulin (1990)
Mitocondrias Droillard & Paulin (1990)
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Actualmente, la funcién mas aceptada para las superéxido dismutasas es la
proteccién frente a las especies de oxigeno derivadas del radical superéxido, como los
radicales OH, pues el radical O, tiene una reactividad limitada (Fridovich, 1983;
Bannister et al., 1987; Halliwell & Gutteridge, 2000; Nyska & Kohen, 2002). Por ello, se ha
propuesto para la SOD una funcién protectora frente a efectos fotodindmicos, estrés
térmico y dafos ocasionados por el ozono (Rabinowitch & Fridovich, 1983). De hecho, se
ha observado la presencia de SOD en el medio apoplastico, donde junto a la ascorbato
oxidasa y el ascorbato, juega un papel importante como primera barrera de defensa frente
a oxidantes externos como el Ozono, SO,, etc. (Concklin & Barth, 2004). No obstante,
también se ha propuesto que las SODs participan en la modulacién de los niveles de
superéxido cuando esta molécula estd implicada en procesos de senalizacién celular (del
Rio et al., 2002a). Se ha considerado que el H,O,, més que los radicales O, , podria jugar
un papel como factor sefalizador en la regulacién de genes SOD, por ser la molécula sefal
maés estable y universal en estreses medioambientales tales como frio, sequia e infeccién

patogénica (Kaminaka et al., 1999).

1.3.1.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)
La catalasa es una enzima heminica ampliamente distribuida en microorganismos
aerobios (bacterias, protozoos, algas unicelulares), plantas y animales (Lledias et al., 1998;
Turcsanyi et al., 1998), que cataliza la reaccién de descomposiciéon del H>O», en la que una
molécula de H>O» es reducida a agua, mientras que la otra es oxidada a Ox:

2 H)O, — 2 H>O + O, (Halliwell y Gutteridge, 2000)

Esta reaccién se encuentra favorecida a altas concentraciones de H,O, (Chance et
al., 1979). A pH basico, la catalasa también puede catalizar peroxidaciones con el HxO»,
actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y &cidos organicos (Butt, 1980; Halliwell &
Gutteridge, 2000). La mayoria de las células aerobias contienen actividad catalasa (Chance
et al., 1979), estando ausente tan solo en algunos organismos inferiores aerobios tales
como ciertas bacterias (Bacillus popilliae y Micoplasma pneumoniae), algunas algas verdes y
verdeazuladas (Euglena y Gleocapsa) y algunos helmintos. La mayoria de los organismos
anaerobios carecen de catalasa (Halliwell & Gutteridge, 2000). La catalasa es una enzima
altamente eficiente y dificilmente puede saturarse con H>O» debido a su alta Km (1-5 M)
(Escher & Widmer, 1997; Lledias et al., 1998). Por ello es frecuente su implicacién en
procesos metabdlicos en los que la produccién de H>O. es considerable, como la p-
oxidaciéon de 4cidos grasos. Quizas por ello su ubicacién celular sean los peroxisomas,
organulos donde se produce mucho HxO, y para cuya identificacion se emplea
normalmente a la catalasa como enzima marcadora (Huang et al., 1983). Las catalasas de
origen vegetal son proteinas heminicas, tetraméricas y con una masa molecular de 54-59
KDa por subunidad (Eising et al., 1990; Corpas et al, 1999a). Recientemente se han

identificado mediante isoelectroenfoque 5 isoenzimas de catalasa diferentes (Cat 1 - Cat 5)
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en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas et al., 1999a). La expresion de genes de
catalasa, los cuales pertenecen a una familia multigénica (Ni & Trelease, 1991; Frugoli et
al., 1996), no sélo se regula por el desarrollo (Kunce & Trelease, 1986), sino que también es
sensible a varias senales medioambientales y diversos factores de estrés (Willekens et al.,
1994; Dat et al., 2000).

1.3.1.3. Peroxidasas
Las peroxidasas son un grupo heterogéneo de enzimas heminicas, cuya funcién consiste
en oxidar un amplio grupo de sustratos (SH») empleando para ello al H»O» a través de la
siguiente reaccion:

SH»> + H>O, —S + 2H,0 (Asada, 1992; Halliwell & Gutteridge, 2000)

Las peroxidasas se clasifican atendiendo a propiedades estructurales y cataliticas, e
intervienen en distintos procesos de las células vegetales, tales como el crecimiento, la
organogénesis, la formacion de la pared celular, el desarrollo y maduracién de frutos, la
biosintesis de etileno, la senescencia, la respuesta frente a heridas y patégenos, y en las
respuestas de estrés en general. Ademas, al consumir H>O, minimizan su acamulo en la
célula vegetal, por lo que algunas isoenzimas también estan directamente implicadas en la
defensa vegetal frente a ROS. Las peroxidasas se presentan bajo multiples isoformas, cada
una con un papel especifico en el metabolismo (Schneide & Wightman, 1974; Butt, 1980;
O"Neill & Scott, 1987; Limam et al., 1998; Gechev et al., 2002). De forma genérica a las
peroxidasas inespecificas celulares se las denomina guayacol peroxidasas (GPX), por ser
este fenol el principal sustrato usado en la determinacién bioquimica de estas enzimas
(Halliwell & Gutteridge, 2000).

1.3.1.4. Ciclo ascorbato-glutation

El ciclo ascorbato-glutation, también denominado ciclo de Foyer-Halliwell-Asada, es un
sistema antioxidante exclusivo de plantas y muy importante para la eliminacién de H>O,,
especialmente en compartimentos celulares donde se produce este metabolito y no existe
catalasa como son los cloroplastos y citosol (Doulis et al., 1998; Halliwell & Gutteridge,
2000). En este ciclo participan los antioxidantes no enziméticos ascorbato y glutation,
NADPH como poder reductor, y cuatro enzimas: la ascorbato peroxidasa (APX), la
monodeshidroascorbato reductasa (MDAR), la deshidroascorbato reductasa (DHAR) y la
glutation reductasa (GR) (Fig. 1.6.) (Halliwell & Foyer, 1976; Asada & Badger, 1984; Foyer
et al., 1997; del Rio et al., 2002b).

Las enzimas de este ciclo se han hallado en cloroplastos, citosol, mitocondrias y
peroxisomas (Halliwell & Foyer, 1976; Foyer & Halliwell, 1977; Jiménez et al., 1997; Foyer
et al.,, 1997, del Rio et al., 2002a; Mittova et al., 2002, 2003a). La exposiciéon a estrés
oxidativo frecuentemente conduce al incremento de uno o mas de los componentes del

ciclo, aunque las localizaciones subcelulares de los cambios observados no han sido con
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frecuencia identificadas. Por ello, el ciclo ascorbato-glutation ha sido descrito como un
componente importante de los mecanismos de defensa antioxidante de las células

vegetales que confieren resistencia frente al estrés (Doulis et al., 1998).

Ciclo Ascorbato-Glutation

Glutation
oxidado

(GSSG )
Glutation
reductasa

Glutation
reducido
{(GSH)

Ascorbato

Ascorbate
peroxidasa

+ Monodeshidro-
ascorbato

\ Deshidro-

ascorbato

NADPH

NAD(P)

Deshidro-
ascorbate
reductasa

‘Monodeshidre -
ascorbate
reductasa

NAD(P)H

Fig. 1.6. Ciclo ascorbato-glutation. Las enzimas que intervienen en dicho proceso son la ascorbato peroxidasa
(APX), monodeshidroascorbato reductasa (MDAR), deshidroascorbato reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR).

Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)
La ascorbato peroxidasa es una peroxidasa heminica que lleva a cabo la primera reacciéon
del ciclo ascorbato-glutation, al reducir el H>O, a H O empleando ascorbato como sustrato
reductor, el cual se oxida a monodeshidroascorbato (MDA), segtin la reaccién:

2 ASC + H,O, —» 2 MDA + 2 H,O

Esta enzima juega un papel fundamental en la eliminacién de H2O; en plantas y
esta presente en el estroma (sAPX) y en los tilacoides (tAPX) dentro del cloroplasto, en el
citosol (cAPX), mitocondrias y peroxisomas (Chen & Asada, 1989; Miyake & Asada, 1992;
Bunkelmann & Trelease, 1996; Jiménez et al., 1997; Foyer et al., 1997; Ishikawa et al., 1998;
Lopez-Huertas et al.,, 1999). Las APXs son enzimas fundamentalmente monoméricas, de
30-40 kDa de masa molecular (Tanaka et al., 1991; Ishikawa et al., 1996; Morimura et al.,,
1996), aunque también se han descrito algunas formas diméricas (Mittler & Zilinskas,
1991). Las APX cloroplastidicas de algunas plantas superiores como espinaca, tabaco y
calabaza son codificadas por un tnico gen, y sus mRNAs se generan mediante splicing
alternativo de dos exones del extremo 3" de éste (Ishikawa et al., 1997). Contrariamente, en
Arabidopsis 'y arroz existen dos genes distintos que codifican la APX estromaética y
tilacoidal (Teixeira et al., 2006).

Ha sido ampliamente descrito que la expresiéon de APX se incrementa bajo
condiciones de sobreproduccién de H>O», como las inducidas por estrés bidtico o abiético,
lo que puede indicar que variaciones en la produccién de H>O, también regulan la APX
(De Gara et al., 1997; Dat et al., 2000). Asimismo, se ha descrito un papel regulador para el

ascorbato en la actividad APX durante la diferenciacién celular, y bajo condiciones
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experimentales de deplecién o enriquecimiento de ascorbato (De Gara et al, 1997).
Ademiés, el control de la expresion de los genes que codifican para las APXs es sensible a
diversos estimulos como el estrés provocado por agua, salinidad, altas temperaturas,
congelacién, ataque por patégenos, tratamiento con peréxido de hidrégeno y 4acido
abscisico (Zhang et al., 1997; Mittler et al., 1998; Yoshimura et al., 2000; Agrawal et al.,
2003; Menezes-Benavente et al., 2004a; 2004b; Teixeira et al., 2006). También, la expresion

de las distintas isoformas de APX puede variar de un tejido a otro (Teixeira et al., 2006).

Monodeshidroascorbato reductasa (MDAR; EC 1.6.5.4)

La MDAR cataliza la reducciéon del MDA a ascorbato usando NAD(P)H como donador de
electrones (Asada & Takahashi, 1987). La MDAR es una enzima que contiene FAD y es la
Gnica enzima que usa un radical organico como substrato. También se ha descrito que
reduce los radicales fenoxil (Sakihama et al., 2000). La actividad MDAR estd ampliamente
distribuida en plantas, pero también se ha descrito en Euglena (Shigeoka et al., 1987),
Neurospora crassa (Munkres et al., 1984) y eritrocitos humanos (Goldenberg et al., 1983).

En plantas, la MDAR ha sido descrita en diversos compartimentos celulares como
cloroplastos (Hossain et al., 1984; Sano et al., 2005), citosol, mitocondrias, (Jiménez et al.,
1997; Mittova et al., 2003b), glioxisomas (Bowditch & Donaldson, 1990) y peroxisomas de
hojas (Jiménez et al., 1997; Lépez-Huertas et al., 1999; Mittova et al., 2003b; Leterrier et al.,
2005). La MDAR ha sido purificada hasta homogeneidad en frutos de pepino (Hossain &
Asada, 1985) y nédulos de raiz de soja (Dalton et al., 1992), y su cDNA ha sido aislado en
un nimero considerable de especies (Sano & Asada, 1994; Murthy & Zilinskas, 1994;
Grantz et al., 1995; Leterrier et al., 2005). Recientemente, se ha descrito que Arabidopsis
tiene 5 genes de MDAR y uno de ellos presenta multiples puntos de transcripcién lo cual
permite dirigir la enzima a cloroplastos, mitocondrias (Obara et al., 2002; Chew et al.,
2003) o peroxisomas (Lisenbee et al., 2005).

En cloroplastos, la MDAR puede tener dos funciones fisiolégicas, la regeneracion
del ascorbato a partir del monodeshidroascorbato (MDA), y mediar la fotorreduccién del
dioxigeno a radical superéxido cuando el sustrato MDA esta ausente (Miyake et al., 1998).

En mitocondrias la posible funcién de la MDAR no esta atn clara.

Deshidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1)

La DHAR cataliza la reduccién divalente del deshidroascorbato (DHA) a ascorbato (ASC)
empleando para ello glutation reducido (GSH) (Hossain & Asada, 1984a; Villalba et al.,
1995). Es una enzima poco caracterizada, debido a su baja estabilidad (Foyer & Halliwell,
1977; Trumper et al., 1994), lo que, unido a su escasa afinidad por su sustrato (Minetti et
al., 1992), ha llevado a sugerir que la DHAR in vivo no parece ser fundamental en el
mantenimiento del ascorbato en su forma reducida. La DHAR se ha sido purificada a

partir de hojas de espinaca y se sabe que es un mondémero de unos 23 kDa (Hossain &
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Asada, 1984b; Foyer & Halliwell, 1977). También se ha purificado la enzima de tallos de
guisante (Jablonski & Anderson, 1981), tubérculos de patata (Dipierro & Borraccino, 1991)
y de una monocotiledénea como el arroz (Kato et al., 1997). Recientemente se ha descrito
la clonacién y caracterizacién del gen que codifica la DHAR en esta tltima especie vegetal
(Urano et al., 2000) y en Arabidopsis (Creissen et al., 2001).

Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

La GR es una flavoproteina que cataliza la reduccién del glutation oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH), utilizando NADPH como donador de electrones. Es una
proteina dimérica con FAD en el centro activo de cada subunidad (Halliwell &
Gutteridge, 2000). Esta actividad enzimética se encuentra ampliamente distribuida en
eucariotas y procariotas, implicindose en procesos metabdlicos vitales para la célula y
siendo crucial para el mantenimiento de su capacidad antioxidante (Meister & Anderson,
1983; Creissen et al., 1994). La GR se ha purificado y caracterizado en numerosas especies
y tejidos vegetales (Guy & Carter, 1984; Wingsle, 1989, Anderson et al., 1990; Asada, 1994;
Romero-Puertas et al, 2006), siendo las GRs més estudiadas las de guisante,
particularmente, las isoformas localizadas en cloroplastos, citosol y mitocondrias (Kalt-
Torres et al.,, 1984; Bielawski & Joy, 1986, Edwards et al., 1990; Madamanchi et al., 1992;
Creissen et al., 1995; Stevens et al., 1997; 2000; Rudhe et al., 2004). Sin embargo, fue en
1997 cuando se evidencié por primera vez la localizacién de actividad GR peroxisomal
(Jiménez et al., 1997). La forma nativa de la mayoria de las GRs es un homodimero de
unas 100-120 kDa, y el tamafio de su subunidad esta en un rango de 53-59 kDa (Wingsle,
1989; Edwards et al., 1990; Anderson et al., 1990, Madamanchi et al., 1992).

Es una enzima importante en la proteccioén de la planta frente a diferentes tipos de
estrés que implican estrés oxidativo, tales como los producidos por herbicidas,
contaminantes atmosféricos, bajas temperaturas, estrés fotooxidativo y estrés hidrico
(Rennenberg, 1982; Smith et al., 1989; Foyer et al., 1991, Mullineaux et al., 1994; Navarri-
Izzo & 1zzo, 1994; Lascano et al., 1998; Schulz & Hartling, 2001; Schutzendubel & Polle,
2002; Gechev et al., 2003).

En cuanto a las propiedades moleculares de las GRs de guisante, se concluye que
hay dos tipos de cDNAs, uno que codifica a la forma citosélica y otro que genera las
isoformas resultantes de un procesamiento post-trascripcional a partir de un tnico gen.
De hecho, la GR de guisante fue la primera proteina descrita en plantas con una doble
secuencia sefal, codificada por un tnico gen, para su importaciéon a cloroplasto o
mitocondrias (Creissen et al., 1995; Stevens et al., 1997; Cleary et al.,, 2002; Rudhe et al.,
2002; 2004; Chew et al., 2003).
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1.3.1.5. Otros sistemas antioxidantes enzimaticos
Glutation peroxidasa (GP; EC 1.11.1.9)
Es una peroxidasa no heminica, que contiene selenio (Stadtman, 1990; Lauchli, 1993), la
cual cataliza la reduccién de H>O: o hidroper6xidos organicos con GSH segtn la siguiente
reaccion (Flohé & Giinzler, 1985):
2GSH + H>O, / ROOH — GSSG + 2 H,O / H.O + ROH

Durante la “explosién oxidativa” caracteristica del ataque por patdgenos, estas
glutation peroxidasas catalizan la reduccién o inactivacion del H.O,, dependiente de
GSH, formando GSSG e incrementando la biosintesis de glutation por retroalimentacion
(Marrs, 1996). En animales se han llegado a determinar hasta cuatro grupos de GPs
caracterizadas por su estructura, especificidad de sustrato y distribucién en el tejido
(Eshdat et al.,, 1997). Esta actividad se ha detectado también en cultivos celulares de
espinaca y maiz, asi como en plantas de Lemna (Drotar et al., 1985) y de Citrus (Beeor-
Tzahar et al., 1995), en semillas etioladas y hojas de guisante (Edwards, 1996; Mullineaux
et al., 1998). Ademas, se ha caracterizado y clonado una enzima con actividad GST y GP
en plantas de Arabidopsis (Bartling et al., 1993; Nutricati et al., 2006).

Glutation S-transferasa (GST; EC 2.5.1.18)
Uno de los sistemas de defensa de la planta en respuesta a estrés abiético son las glutation
S-transferasas (GSTs), las cuales constituyen una familia de enzimas citosdlicas de
naturaleza diméricas (23-30 KDa por subunidad) que catalizan la adicién nucleofilica del
grupo -SH del GSH sobre centros electrofilicos de moléculas organicas (Moons, 2005). Se
generan asi compuestos méas hidrosolubles iniciandose de este modo la desintoxicacion de
agentes alquilantes potenciales y de xenobiéticos (Habig et al., 1974; Edwards, 1996;
Marrs, 1996; Pascal et al., 1998; Frova, 2003), aunque a veces los productos resultantes son
mucho mas dafinos que el compuesto original (Halliwell & Gutteridge, 2000). Las GSTs
se han hallado en la mayoria de los organismos aerobios, incluidas las plantas (Pascal et
al, 1998). Se identificaron por vez primera en base a su capacidad para eliminar
herbicidas y se han caracterizado las GSTs de calabaza (Fujita & Hossain, 2003), trigo
(Cummins et al., 1997; Pascal et al., 1998) y guisante (Edwards, 1996). Ademas, algunas
GSTs acttian como peroxidasas, regenerando ascorbato a partir de deshidroascorbato o en
el catabolismo de tirosinas (Thom et al., 2001).

Las GSTs se inducen durante procesos de estrés que propician la produccién de
ROS en plantas, tales como la toxicidad por metales pesados, el ataque por patégenos,
heridas, y la produccién de etileno y ozono (Marrs, 1996; Pascal et al., 1998; Alfenito et al.,
1998). Esto, junto con la necesidad de GSH para llevar a cabo su actividad, ha hecho que
se incluya a esta familia de enzimas en los sistemas antioxidantes de la planta. Por otra
parte, las GSTs tienen una funcién importante en el metabolismo normal de la planta,

relacionada con productos secundarios como antocianinas y é&cido cinamico, y en
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respuesta celular frente a auxinas (Marrs, 1996; Alfenito et al., 1998; Romero-Puertas et al.,
2004).

Tiorredoxinas

Las tiorredoxinas son polipéptidos de bajo peso molecular (aprox. 12 kDa) presentes en
eucariotas y procariotas, que tienen dos grupos tiol (-SH) adyacentes que se oxidan a
disulfuro (-5-S-) en las multiples reacciones redox que las tiorredoxinas llevan a cabo con
diversas proteinas (Halliwell & Gutteridge, 2000). La regeneracién de los grupos -SH en
la proteina oxidada puede ser efectuada por la tiorredoxin-reductasa, una flavoenzima
que utiliza NADPH vy tiene similitud con la GR. Las tiorredoxinas juegan un papel clave
en el metabolismo animal y vegetal, pues intervienen en multiples procesos. Estas
proteinas pueden reaccionar con H>O,, regular las actividades enzimaéticas del ciclo de
Calvin en el cloroplasto (Lépez-Jaramillo et al., 1998; Pagano et al., 2000), y de enzimas
implicadas en la glucolisis (la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), en la sintesis de ATP (el
factor de acoplamiento CF1), y en la asimilacién del carbono en plantas C; (la NADP-
malato deshidrogenasa). De igual manera, las tiorredoxinas pueden participar en la
exportacion de equivalentes de reduccién al citosol en plantas Cs, e intervienen en la
reparaciéon de los danos a los residuos de metionina de las proteinas (Halliwell &
Gutteridge, 2000).

Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas son proteinas con actividad peroxidasa que tienen una amplia
especificidad de sustratos, entre los que se pueden citar el peréxido de hidrégeno, el
butilhidroperéxido, y los hidroperéxidos de 4&cido linoleico y de dilinoleoil-
fosfatidilcolina (Dietz, 2003). Las peroxirredoxinas de plantas contienen uno o dos
residuos de cisteina que poseen poder catalitico y que se encuentran inmersas en
secuencias altamente conservadas (Horling et al., 2002). Durante el proceso catalitico, los
residuos cisteinicos son regenerados por diferentes tioles tales como tiorredoxinas,
glutarredoxinas y ciclofilinas, entre otros (Dietz, 2003). En plantas se han descrito cuatro
grupos de peroxirredoxinas (Rouhier & Jacquot, 2005). El primer grupo, presentado por la
peroxirredoxina 1-Cys (1-Cys Prx), se ha localizado en el ntcleo y se ha sugerido que
posee funcién protectora de macromoléculas frente a dafos oxidativos (Stacy et al., 1996;
1999). El segundo grupo corresponde a la peroxirredoxina 2-Cys (2-Cys-Prx), descrita en
cebada. Esta proteina, que se codifica en el ntcleo y se localiza en los cloroplastos, protege
al aparato fotosintético de danos oxidativos (Baier & Dietz, 1997; 1999). El tercer grupo
(tipo II Prx) incluye a una peroxirredoxina con capacidad antioxidante y cuya diana es
una tiorredoxina citoplasmatica (Verdoucq et al., 1999). Recientemente se ha descrito la
presencia en peroxisomas de hojas de guisante de una peroxirredoxina que muestra

reactividad cruzada con el anticuerpo de la PRX II (Corpas et al., 2003). Por altimo, el

22



Introduccion

cuarto grupo (PRX Q) se detect6é en Sedum linenae y se identific6 como una homoéloga de la

proteina co-migratoria de la bacterioferritina de Escherichia coli (Bcp) (Kong et al., 2000).

1.3.1.6. Defensas secundarias

Deshidrogenasas dependientes de NADP+

Por su capacidad de regenerar el poder reductor de la célula en forma de NADPH,
necesario para la actuaciéon de algunos antioxidantes primarios, las deshidrogenasas
dependientes de NADP+ pueden ser consideradas un nuevo grupo de enzimas
antioxidantes. Entre ellas podemos incluir las dos deshidrogenasa del tramo oxidativo de
la ruta de las pentosas fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44). Otras deshidrogenasas serian la
NADP-isocitrato deshidrogenasa y el enzima malico. De hecho, diversos estudios han
mostrado que la G6PDH tiene un papel relevante en el mecanismo de protecciéon frente a
estrés oxidativo en bacterias, levaduras y células de mamiferos (Corpas et al., 1998a). Sin
embargo, en plantas existen pocos datos que establezcan la correlacién de estas enzimas
con algtin determinado estrés (Corpas et al., 1999b; Leén et al., 2002; Valderrama et al.,
2006). En plantas, la G6PDH se ha localizado en el citosol, en el estroma cloroplastidico y
en peroxisomas (Schnarre et al.,, 1973; Herbert et al., 1979; Corpas et al., 1998a). La
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+ cataliza la descarboxilacién oxidativa
del isocitrato a 2-oxoglutarato con la produccién de coenzima NADPH en su forma
reducida (Galvez & Gadal, 1995). Esta enzima ha sido localizada en el citosol,
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas de organismos fotosintéticos (Martinez-Rivas &
Vega, 1998; Corpas et al., 1999b).

1.3.2. Antioxidantes no enzimaticos

También son conocidos como antioxidantes estequiométricos por su capacidad de
neutralizar un tnico radical libre por molécula, y normalmente acttian a concentraciones
altas (Halliwell & Gutteridge, 2000). Entre los sitemas antioxidantes no enziméticos mas
importantes destacan la vitamina C (&cido ascérbico), el glutation, la vitamina E (a-
tocoferol), el B-caroteno (provitamina A) y los flavonoides, que a su vez se dividen en

liposolubles o hidrosolubles.

1.3.2.1. Liposolubles

El a-tocoferol o vitamina E es un reductor liposoluble que debe ser aportado en la dieta,
ya que sélo se conoce su biosintesis en plantas, donde sélo se ha detectado en membranas
de plastidios o tilacoides de todas las plantas y en algunas algas y cianobacterias (Sattler
et al., 2004). El o-tocoferol junto a otros antioxidantes juegan un papel muy importante en
la reducciéon de los niveles de ROS (principalmente 1O, y ‘OH) en las membranas

fotosintéticas y limita la peroxidacion lipidica a dicho nivel (Trebst et al., 2002; Kruk et al.,
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2005). Por lo tanto, el a-tocoferol contribuye a preservar el estado redox adecuado en
cloroplastos, y a mantener la estructura de la membrana tilacoidal y la funcién durante el
desarrollo de la planta y en la respuesta a estrés en la planta. El o-tocoferol reacciona con
los radicales de oxigeno peroxilo (ROO) o lipoxilo, formando un radical tocoferilo que,
por ser estable, interrumpe la cadena de reacciones en cascada producida por los radicales
libres (Liebler, 1998; Smirnoff, 2000; Wang & Quinn, 2000). Se sabe que el ascorbato
interviene en el reciclaje del a-tocoferol desde radicales tocoferilos, procedentes a su vez
de radicales lipido-peroxilo (Smirnoff, 2000; Munné-Bosch et al., 2005) (ver Fig. 1.9; pag.
30).

Los carotenoides, entre los que se encuentra el B-caroteno (provitamina A), son
pigmentos colectores de luz azul que pueden transferir su energia de excitacion a la
clorofila, aunque también tienen un importante papel antioxidante porque secuestran
répidamente el 'O, y otras ROS y especies de nitrégeno reactivo (RNS) y ayudan a
prevenir su aparicion durante la fotosintesis (Telfer et al., 1994; Halliwell & Gutteridge,
2000). Los carotenoides, constituidos por carotenos y xantofilas, son los pigmentos que
proporcionan el color rojo amarillento a las hojas de arboles y plantas durante el otofo,
debido a su acumulacién en los plastidios de dichas células. Este parece ser un mecanismo
de defensa de la planta que responde a las condiciones fotoinhibidoras de la aclimataciéon
al invierno. Este mecanismo esta acompanado de un aumento en la concentracién de o-
tocoferol y una disminucién gradual del contenido de clorofila, asi como de una
transformacién de los plastidios, de cloroplastos a cromoplastos (Hormaetxe et al., 2004).
Estos cromoplastos también estdn presentes en algunos tipos de frutos y pétalos. El
consumo de carotenoides evita el riesgo de ciertos tipos de cancer y ayudan a regular el
sistema inmune (Naik et al., 2003). Ademas, los carotenoides junto al a-tocoferol y el
ascorbato, protege a las membranas fotosintéticas frente a condiciones de estrés oxidativo
(Hormaetxe et al., 2004).

Por otro lado, los flavonoides constituyen un amplio grupo de metabolitos
secundarios aromaticos sintetizados por plantas y especialmente por citricos (Dugo et al.,
2005). Estas sustancias se caracterizan por su actividad antioxidante y quelante de iones
metdlicos impidiendo su participacién en reacciones de tipo Fenton generadoras de
radicales ‘OH, por lo que le confiere una gran importancia frente a enfermedades
coronarias del corazén y algunos tipos de cancer (Yamaguchi et al.,, 2005). La capacidad
antioxidante de estas moléculas depende de la estructura y del ntmero de grupos
hidroxilo que tenga dicha molécula.

Otras sustancias consideradas antioxidantes son la bilirrubina y el 4cido trico ya
que se unen a metales e impiden reacciones tipo Fenton. El &cido darico, ademas,
proporciona proteccién frente al ozono y al NO, . También existen aminoacidos con
capacidad para secuestrar iones metalicos y que son susceptibles a oxidarse en presencia

de H>O, y concentraciones fisiolégicas de bicarbonato (Stadtman & Berlett, 1991). En
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tejidos animales, la melatonina atrapa al radical ‘OH ademés de estimular enzimas
antioxidantes importantes (SOD, GPX y GR), por lo que se considera actualmente como
un importante antioxidante. En dosis farmacolégicas es efectiva para reducir el dafo
ocasionado por agentes toxicos y paradigmas experimentales que inducen el estrés
oxidativo (Reiter et al., 1997).

1.3.2.2. Hidrosolubles

Ascorbato o vitamina C

Aparece en todos los compartimentos celulares, incluido el apoplasto. Funciona como
antioxidante ubicuo pues interacciéna con los radicales hidroxilo, superéxido y el oxigeno
singlete. Ademas, es el donador electrénico de la ascorbato peroxidasa para eliminar el
peréoxido de hidrégeno. Interviene en la generaciéon del a-tocoferol y en el ciclo de las
xantofilas para regenerar la zeaxantina. Dada su relevancia en el contenido de esta Tesis,
se abordard en el siguiente apartado de este capitulo una vision més amplia del

metabolismo del ascorbato.

Glutation

La forma reducida del glutation (GSH) es un tripéptido (y-Gly-Cys-Gly) que existe de
forma intercambiable con su forma oxidada (GSSG). El GSH es el antioxidante que se
encuentra en mayores concentraciones intracelulares. En su papel como antioxidante
participa junto al ascorbato en el ciclo ascorbato-glutation que elimina el H>O» intracelular
(Creissen et al., 1992; Wingsle & Karpinski, 1996), y ademés de reaccionar directamente
con el 'O, y los radicales ‘OH, protege a los grupos tioles de las proteinas (Lascano et al.,
1998; Gechev et al, 2002). Ademads, el glutation juega un papel importante en la
eliminaciéon de xenobiéticos cuando se conjuga con moléculas electrofilicas, por la acciéon
de la enzima glutation S-transferasa. En tercer lugar, el glutation como componente de las
fitoquelatinas (polimeros de (y-Glu-Cys),Gly) interviene en la quelaciéon de metales
pesados como el cadmio, facilitando asi su secuestro por la vacuola (Steffens et al., 1986;
Foyer et al., 2001). E1 GSH acttia también como cofactor de la glutation peroxidasa
eliminando H>O»; puede ademas eliminar radicales libres por vias no enzimaticas, p.e.
participa en la desintoxicacion de drogas con grupos funcionales que reducen
parcialmente al oxigeno molecular (Smirnoff, 2000). E1 GSH estd involucrado en otros
procesos metabdlicos, como el mantenimiento de la comunicacién intercelular, el
transporte intracelular de cobre y es cofactor de enzimas en diversas rutas metabdlicas.
Participa en la regulacién del estado redox de los disulfuros en proteinas con otras
moléculas como la tiorredoxina y glutarredoxina entre otros compuestos ti6licos. En
animales, el GSH est4 sujeto a un control hormonal y a su vez puede modular la expresion
hormonal al regular los receptores hormonales en la membrana que contienen grupos

tioles o disulfuros como por ejemplo el receptor NMDA (N-metil D-aspartato) que tiene
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grupos sulfidrilos y esta sujeto a control redox. (Spector et al.,, 1991; Taylor et al., 1996;
Gamaley & Klyubin, 1999, Dalton et al, 1999; Halliwell & Gutteridge, 2000).
Recientemente se le ha atribuido el papel, junto al ascorbato, de modular la respuesta
oxidativa, regulando la expresiéon de genes de respuesta a la patogénesis y de la
resistencia sistémica adquirida (Pastori et al., 2003; Kiddle et al., 2003; Barth et al., 2004).
La ruta de sintesis de glutatién es conservada en todos los organismos e implica a
dos enzimas dependientes de ATP la gamma-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) y la
glutation sintetasa (GSH-S). En plantas se piensa que la regulacién de la sintesis de GSH
se podria llevar a cabo por la distinta compartimentacién de las dos enzima que
intervienen en dicho proceso (Foyer & Noctor, 2005). En Arabidopsis y mediante estudios
bioquimicos de localizacién subcelular se ha observado que la proteina y-ECS es
abundante en cloroplastos mientras que la GSH-S se encuentra principalmente en el
citosol. Por otro lado, parece ser que la disponibilidad de cisteina y la inhibicién de la y-

ECS por el propio GSH intervienen en la regulacién del pool de GSH (Zhu et al., 1999).

1.3.3. Ascorbato: metabolismo y funcion

El ascorbato o vitamina C es un antioxidante sintetizado por plantas y en un buen ntimero
de células animales, salvo en humanos, otros primates, cobayas, murciélagos y algunas
aves. Estas especies han perdido la capacidad para sintetizar la enzima gulonolactona
oxidasa (GulLO), la cual interviene en la altima etapa de sintesis de ascorbato en animales
y por ello requieren la presencia de ascorbato en su dieta (Burns, 1957; Chaudhuri &
Chatterjee, 1969; Davey et al., 2000). La sintesis de ascorbato en plantas se localiza en la
membrana mitocondrial interna desde donde se transportara a otros compartimentos
celulares en los que forma parte del ciclo ascorbato-glutation.

El ascorbato puede encontrarse en distintos estados oxidativos. El primer producto
de oxidaciéon del ascorbato es el radical monodeshidroascorbato (MDA), que es
relativamente estable. Este MDA en presencia de otra molécula similar son capaces de
formar ascorbato y deshidroascorbato, que es el segundo producto de oxidacién del
ascorbato. Entre los sistemas de regeneracion de ascorbato tenemos la reduccién directa
del MDA por el fotosistema I, la MDAR dependiente de NADPH y la DHAR dependiente
de glutation reducido (GSH). Este GSH es proporcionado por la enzima glutation
reductasa (GR) dependiente de NADPH, la cual reduce GSH a partir de la forma oxidada
de éste (GSSQG).

Actualmente se sabe que el ascorbato ademas de ser un importante antioxidante
celular interviene en otros muchos procesos importantes dentro y fuera de la célula. Esto
hace imprescindible un sistema de transporte de dicha molécula cuya difusién libre a
través de la membrana no es lo esperado al estar cargada negativamente a pH fisiolégico
(Horemans et al., 2000a). Poco se sabe atn sobre el transporte inter- e intracelular del

ascorbato en plantas. En cuanto al transporte intercelular en animales se ha observado que
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este proceso se lleva a cabo sélo en algunos tipos celulares como las células endoteliales
que lo acumulan para la sintesis de colageno, mientras que es més habitual el transporte
del deshidroascorbato. Los sistemas de transporte de ascorbato en animales pertenecen a
una familia de transportadores dependientes de sodio (NATs o Na*-dependent
transporters) (Tsukaguchi et al, 1999), mientras que los transportadores de DHA
pertenecen a una familia de transportadores de glucosa tipo GLUT (Vera et al., 1996;
Rumsey et al,, 1997; Liang et al., 2001) (Ver Fig. 1.10, pag. 31). En plantas, también se han
identificado algunos sistemas de transporte de tipo NATs implicados en el transporte de
ascorbato desde el citosol al apoplasto (Argyrou et al., 2001). En cuanto al transporte
intracelular se sabe que en cloroplastos existe un transportador especifico que introduce
ascorbato en el cloroplasto y dicho sistema presenta gran homologia con los
transportadores de glucosa de mamiferos de la familia GLUT y difieren de los
transportadores de hexosas de plantas (Szarka et al., 2004). En mitocondrias de plantas el
transporte de DHA y glucosa al interior del organulo es llevada a cabo por el mismo tipo
de transportador. Por otro lado, se ha sugerido que el ascorbato sintetizado en el espacio
intermembrana atraviesa la membrana mitocondrial en su forma oxidada, DHA (Szarka et
al., 2004).

1.3.3.1. Biosintesis
En los afios cincuenta ya se suponia que la sintesis de ascorbato en plantas diferia de la de
animales (Loewus, 1963). Pero es a partir de los 1990s, con la obtencién de algunos
mutantes deficientes en la sintesis de ascorbato, cuando se empieza a estudiar con més
detalle las vias de sintesis de este antioxidante en plantas. La sintesis de &cido ascérbico
en animales implica la transformacién de la D-glucosa (D-Glc) a acido ascérbico via D-
glucoronato, L-gulonato y L-gulono-1,4-lactona (L-GulL) (Burns et al., 1960), el cual es
oxidado a &cido ascérbico mediante la enzima L-gulono-1,4-lactona oxidasa (GulLO; EC
1.1.3.8) (Fig. 1.7). Esta enzima ha sido purificada en rata, cabra y pollo (Nishikimi et al.,
1976; Kiuchi et al., 1982). En plantas, la sintesis de ascorbato ocurre por diferentes vias,
que describiremos a continuacién, y que tienen como precursor comun la L-galactono-1,4-
lactona (L-GalL), que es oxidada a acido ascérbico mediante la enzima L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3) (Wheeler et al., 1998; Conklin et al., 2000;
Smirnoff et al., 2001; Wolucka et al., 2001; Agius et al., 2003). Por otro lado, en hongos y
algas, donde esta ausente el ascorbato, se ha observado la presencia de un compuesto
anéalogo al ascorbato, el eritroascorbato, que presenta una ruta de sintesis alternativa en la
que interviene una nueva aldonolactona oxidasa, la D-arabino-1,4-lactona oxidasa (D-
AraLO; EC), la cual es distinta a la GulLO de animales o la GalLDH de plantas (Smirnoff
et al.,, 2001).

En plantas se han descrito varias vias posibles en la sintesis de ascorbato (Fig. 1.8),

pero la principal ruta fisiolégica es la de Smirnoff-Wheeler (Conklin et al., 1999) que
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ocurre via GDP-manosa (GDP-Man), GDP-L-galactosa (GDP-L-Gal), L-galactosa-1-fosfato,
L-galactosa y L-galactono-1,4-lactona (L-GalL) que es oxidada a ascorbato por la L-
galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3) (Wheeler et al., 1998; Ishikawa
et al., 2006). Actualmente se han establecido otras rutas de sintesis de acido ascérbico en
plantas, como la que utiliza &cido D-galacturénico (Agius et al, 2003) derivado de
pectinas, o aquella ruta de sintesis a partir de mio-inositol en Arabidopsis (Lorence et al.,
2004). Por otro lado, Loewus (1988) propone una via alternativa a partir de la cual el
ascorbato es sintetizado desde D-glucosa, via L-sorbosona. En judia y espinaca hay
indicios de actividad capaz de convertir L-sorbosona a ascorbato en una reaccién
dependiente de NADP+ (Saito et al., 1990; Loewus et la., 1990).

Plantas superiores Protistas y Plantas? Mamiferos Hongos
Ascomicetos
GDP-D-manosa UDP(?)-D-galactosa ~ UDP-D-glucosa

' ' '

GDP-D-galactosa ~ UDP(?)-D-galacturonato UDP-D-glucuronato

L-galactosa D-galacturonato D-glucuronato D-arabinosa
................. Reduccién del Cl.ucuuvrunnnes
R '
esqueleto de D-AralL
L-GalL carbono) L-GulL l

/

Fig. 1.7. Comparacion de la sintesis de acido ascorbico y eritroascorbico en varios organismos. La ruta de
sintesis de &cido ascérbico varia entre los distintos grupos de organismos. En plantas (incluyendo algas clorofiticas) la
aldonolactona precursora de acido ascorbico es producida desde una aldosa, mientras que en mamiferos y algunos
protistas ello ocurre desde el acido urénico. Hay evidencias de que las plantas también podrian llevar a cabo esta ruta a
partir del acido urénico. Por otro lado, los hongos Ascomicetos, incluyendo las levaduras, producen D-eritroascorbato, un
analogo G del acido ascorbico, por medio de una ruta similar a la de las plantas. Comparaciones entre la secuencia de
aminoécidos de las aldonolactonas deshidrogenasas (plantas)/oxidasas (animales) que producen ascorbato o
eritroascorbato (levaduras) muestran un 26 a un 31% de identidad. Este diagrama fue descrito por Smirnoff (2001). L-
Gall, L-galactono-1,4-lactona; L-GulL, L-gulono-1,4-lactona; D-AralL, D-arabino-1,4-lactona.

L-Ascorbato D-eritroascorbato

Los pasos previos a la L-galactosa-1P en la sintesis de ascorbato por la ruta descrita
por Smirnoff-Wheeler son comunes para otros procesos celulares como la sintesis de
polisacaridos de la pared celular y la glicosilacién de proteinas (Smirnoff et al., 2001). Esto
nos indica que las reacciones exclusivas de la ruta de sintesis de ascorbato son las
catalizadas por la GalDH y la GalLDH. Por otro lado, se ha observado que la actividad
GalDH es inhibida en presencia de altas concentraciones de ascorbato por mecanismo
“feedback” (Tabata et al., 2002) y, ademaés, ciertos estudios indican que la actividad
GalLDH es fuertemente regulada por las condiciones de luminosidad en las que se
encuentran las plantas (Tabata et al., 2002; Tamaoki et al., 2003; Pateraki et al., 2004).
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Fig. 1.8. Rutas propuestas para la biosintesis de acido ascorbico en animales (reaccion 1-8) y plantas
(reacciones 9-24). Las flechas rojas indican actividades enzimaticas de nuevas rutas de sintesis de acido L-ascorbico
(Wolucka y Montagu, 2003; Lorence et al., 2004). Las enzimas que catalizan las reacciones numeradas son: 1,
fosfoglucomutasa; 2, UDP-glucosa pirofosforilasa; 3, UDP-glucosa deshidrogenasa; 4, glucuronato-1-fosfato
uridiltransferasa; 5, glucurono quinasa; 6, glucuronato reductasa; 7, aldonolactonasa; 8, gulono-1,4-lactona
deshidrogenasa; 9, glucosa-6-fosfato isomerasa; 10, manosa-6-fosfato isomerasa; 11, fosfomanomutasa; 12, GDP-
manosa pirofosforilasa; 13, GDP-manosa-3'-5-epimerasa; 14, fosfodiesterasa; 15, azlcar fosfatasa; 16, L-galactosa
deshidrogenasa; 17, L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa; 18, metilesterasa; 19, D-galacturonato reductasa; 20,
aldono-lactonasa; 21, fosfodiesterasa; 22, azlcar fosfatasa; 23, L-gulosa deshidrogenasa; 24, mio-inositol oxigenasa.
Modelo propuesto por Valpuesta & Botella, 2004.

1.3.3.2. Funcién

La funcién principal del ascorbato es la de actuar como un potente antioxidante. Se
explica asi su importancia en procesos relacionados con la fotosintesis, entre los que se
encuentra su papel eliminador de peréxido de hidrégeno en la reaccién catalizada por la
APX, eliminacién directa de superdxido, radicales hidroxilo y oxigeno singlete,
regeneracion del a-tocoferol (Padh, 1990), donacién de electrones al fotosistema II y actuar

como cofactor de la violaxantina depoxigenasa (VDE) (Fig. 1.9), enzima implicada en el
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ciclo de las xantofilas en el lumen tilacoidal, concretamente en la disipacién del exceso de
energia de excitacion dependiente de zeaxantina (Smirnoff, 2000). Ademaés interviene en
la eliminacién de las especies de oxigeno reactivo generadas durante la fotorrespiracion, a
nivel de la glicolato oxidasa en el peroxisoma. Esta funcién antioxidante en plantas hace
que el ascorbato juegue un papel importante en la defensa frente al estrés oxidativo, sobre
todo en los tejidos fotosintéticos (Foyer et al.,, 1983; Smirnoff, 2000), de manera que en
cloroplastos llega a alcanzar concentraciones de 20 a 300 mM en algunas especies alpinas
(Foyer et al,, 1983; Rautenkranz et al., 1994; Streb et al., 1997; Smirnoff, 2000).

MDA AA
estroma
20-300 mM AA (o) O
H, APX H,0,
son/' V\SOD
MDA AA
N A A R/ \ A
otoc radical o-toc / 10, ) .
LOO LOOH PS1II ? PS1I
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1
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Fig. 1.9. Funcion del ascorbato en la fotosintesis. Se indican los sitios donde el ascorbato interviene como donador
de electrones y el monodeshidroascorbato como aceptor de electrones, ademés de su funcion como cofactor de la
violaxantina depoxigenasa (VDE), reciclaje del oxigeno singlete ('0,) y regeneracion del a-tocoferol a partir de los
radicales tocoferilos. Movimiento del ascorbato y deshidroascorbato (DHA) entre el lumen tilacoidal y el estroma ¢ - - ).
APX, ascorbato peroxidasa; AA, acido ascorbico/ascorbato; DHA, deshidroascorbato; LOO", radical lipido-peroxilo;
LOOH, hidroperdxido lipidico, MDA, monodeshidroascorbato; PS, fotosistema (I y I}, SOD, superéxido dismutasa; o-
toc, tocoferol.

La mayoria del ascorbato (90%) esta localizado en el interior de la célula, y a
diferencia de otros antioxidantes solubles, una proporcién minima es exportada al
apoplasto, donde aparece en concentraciones milimolares. Se cree que este ascorbato
apoplastico representa la primera barrera de defensa frente a los oxidantes externos
potencialmente dafinos como el ozono, SO> y NO» (Plochl et al., 2000; Maddison et al.,
2002) (Fig. 1.10). Dicho ascorbato apopléstico puede ser oxidado a
monodeshidroascorbato por la enzima ascorbato oxidasa, por el ozono u otros oxidantes.
El MDA es inestable y répidamente es desproporcionado a DHA y ascorbato. El DHA
suele ser transportado a través de la membrana plasmatica al citoplasma celular por un
transportador (Horemans et al., 2000a). Gracias a la DHAR citoplasmaética este DHA es
reciclado nuevamente a ascorbato que puede quedarse en la célula o ser nuevamente
transportado al espacio apoplastico (Horemans et al, 2000b). E1 DHA apopléstico
generado parece ser responsable de la elongacién y la divisién celular (Lin & Varner, 1991;
Gonzalez-Reyes et al., 1994; Kerk & Feldman, 1995; Pignocchi & Foyer, 2003). No obstante,

el ASC también parece intervenir en la elongacién celular en las zonas meristematicas de
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la raiz de plantas de cebolla (Gonzalez-Reyes et al., 1995; Cérdoba-Pedregosa et al., 2003a,

2003b; 2005). El transporte del ascorbato, por tanto, es imprescindible en el mantenimiento

del estado redox apopléstico y se ha observado que la actividad de dicho transportador es

un proceso regulado por el ciclo celular (Horemans et al., 2003).

Citoplasma

Apoplasto

AA

H,0O MDA MDA
NADH (inestable)
NAD*
H,0, AA e Transportador-{-» AA
DHA - AA/DHA  H.eeeee. DHA

GSSG

GSH

AA —
Ozono

AOX mecanismos propuestos para el transporte

Otros oxidantes

Fig. 1.10. Reacciones de oxidacion-
reduccion del acido ascorbico en el
citoplasma y apoplasto (Conklin & Barth.,
2004). Se representan algunos de los

del acido ascorbico y el deshidroascorbato
(DHA) a través de la membrana plasmatica

de células de plantas. MDA, radical
monodeshidroascorbato; MDAR,
monodeshidroascorbato  reductasa; AOX,

ascorbato oxidasa; DHAR, deshidroascorbato
reductasa; NAT, transportador de acido
ascorbico  dependiente de Na*; APX,
ascorbato peroxidasa.

El 4cido ascérbico juega también un papel importante en la sefializaciéon celular.

El ascorbato interviene en la resistencia a ataques por patdégenos ya que modula el

contenido de algunas moléculas sehal como &cido salicilico, &cido abscisico, etileno y

giberelinas (Conklin & Barth, 2004). Estas moléculas sehal desencadenan una serie de

procesos de defensa celular por medio de la activaciéon de MAP quinasas. Se ha observado

que esta respuesta de resistencia frente a patégenos estd ampliamente relacionada con la

provocada por exposicion a ozono (Conklin & Barth, 2004)(Fig. 1.11).

BAJO NIVEL DE ASCORBATO
(tamafio del pool?, estado redox?

OZONO PATOGENOS

.

(NAD(P)H OXIDASA, H,0,, O,

'

MAP Kinasas?

v

—— JA Etileno
\

ABA

PCD ¢
(lesiones RH) < SAGs

Sensibilidad al ozono l l

AS
I I
MAP Kinasas?

Genes de defensa

Resistencia frente a patdgenos «—| Senescencia

Fig. 1.11. Modelo descrito por Conklin & Barth (2004),
donde se ilustra que bajas concentraciones de
ascorbato (AA), presencia de ozono y patogenos
puede activar rutas similares a las de defensa en
plantas. Bajos niveles de AA producen un aumento en
los niveles de ROS que a su vez activan a MAP quinasas
que desencadenan una respuesta de defensa a través de
fitohormonas. A su vez, el estado redox y/o la abundancia
de AA puede también inducir la respuesta hormonal de la
planta resultando la expresion de genes relacionados con
la defensa y con la senescencia (SAGs), lo cual puede
contribuir a la resistencia frente a patdégenos. Por otro
lado, el é&cido salicilico (AS), etileno y acido abscisico
(ABA) inician una reaccion hipersensible y lesiones que
son atenuadas por el acido jasmonico, resultando una
sensibilidad al ozono.

Recientemente se han desarrollado estudios que relacionan la interacciéon

ascorbato-H>O» y el &cido abscisico con la regulacién del cierre estomético en plantas

(Foyer & Noctor, 2005). Ademas la abundancia de ascorbato foliar puede modular la
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expresion de genes relacionados con la patogénesis y de la respuesta sistémica adquirida
(Pastori et al., 2003; Kiddle et al., 2003; Barth et al., 2004). La disminucién en los niveles de
ascorbato disminuye el umbral de sensibilidad al estrés y desencadena respuestas de
muerte celular programada (PCD) y de respuesta sistémica adquirida (Kangasjarvi et al.,
2005). De hecho, mutantes vtcl y vtc2 deficientes en la sintesis de ascorbato desarrollan
una mayor resistencia frente a patdégenos relacionada con la acumulacién de éacido
abscisico unida a un senescencia mas temprana que el tipo silvestre (Barth et al., 2004).
Ademas de actuar como cofactor de la violaxantina depoxidasa, el ascorbato acttia

como cofactor de otras enzimas (Davey et al., 2000; Smirnoff, 2000).

1.3.4. Antioxidantes en productos horticolas
Los estudios epidemiol6gicos realizados hasta ahora sugieren que el consumo elevado de
alimentos ricos en antioxidantes naturales incrementa la capacidad antioxidante de
nuestro plasma sanguineo y reduce el riesgo de algunos tipos de cancer, enfermedades de
corazén, cataratas, Alzehimer, etc. (Mariko et al., 2005). La principal fuente de
antioxidantes en nuestra alimentacién es de origen vegetal, principalmente por el
consumo de fruta y verdura (Fig. 1.12). Esta propiedad antioxidante es atribuida a una
gran variedad de constituyentes que incluyen vitaminas y otros compuestos fitoquimicos
como flavonoides y carotenoides (Cao et al., 1996; Proteggente et al., 2002). De hecho,
algunos de estos antioxidantes deben ser incluidos en nuestra dieta, ya que los humanos
hemos perdido la capacidad de sintetizarlos, como es el caso del ascorbato (Davey et al.,
2000). En este caso, dichos antioxidantes parecen ser importantes para mantener un buen
estado de salud complementando las funciones de las defensas celulares. Entre los
antioxidantes mas importantes sintetizados por plantas y obtenidos a partir de la dieta en
humanos estén los carotenoides, los flavonoides, el a-tocoferol o vitamina E y el &cido
ascorbico o vitamina C. Algunos antioxidantes tienen funciones paraddjicas en tanto que
pueden funcionar como prooxidantes, p.e. el cido ascérbico cuando esta en presencia de
hierro o cobre (Spector et al., 1991; Stocker et al., 1991). La Tabla 1.5. muestra la capacidad
antioxidante total y el contenido en &acido ascérbico o vitamina C de algunos tipos de
frutas y verduras.

Por otro lado, las frutas y verduras estan constituidas principalmente por agua (80-
90% de su peso) y, aunque el contenido de carbohidratos es variable, en la mayoria de los
casos éste es menor del 10% de su peso. Ademaés, son pobres en contenido de lipidos y
proteinas por lo que, a la gran mayoria, se les consideran alimentos hipocal6ricos. En este
caso, las verduras apenas superan las 50 calorias por 100 gramos, excepto las alcachofas y
las patatas, y las frutas oscilan entre 30-80 calorias por 100 gramos, excepto el aguacate y
el coco que pueden alcanzar las 200 calorias por 100 gramos (www.es.wikipedia.org). Ya
se coment6 la importancia de estos alimentos por su alto contenido en vitaminas

esenciales para nuestra salud, y ademds, aportan minerales como potasio, magnesio,
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calcio, hierro y sodio. El 2% de la fruta y el 2-10% de la verdura es fibra, constituida

principalmente por pectina y celulosa.

Fig. 1.12. Frutas y verduras, productos con alto contenido en antioxidantes

La importancia que hoy dia nos supone las propiedades organolépticas (color,

tamano, calidad, nutrientes, etc.) de los frutos se traduce en el reciente auge que ha

supuesto la investigacién en la mejora de las propiedades genéticas y bioquimicas en este

sentido (White, 2002).

Tabla 1.5. Capacidad antioxidante total y ascorbato total en extractos de frutas y verduras.

Fruta/verdura

Capacidad antioxidante total

Ascorbato total

(mg GAE/100g peso fresco)* (mg/100g peso fresco)
Fresa 330 +£4 61
Frambuesa 228+ 6 26
Ciruela roja 320+ 12 5
Pimiento rojo 131+ 12 105
Naranja 126 £ 6 46
Pimiento verde 119 £ 10 92
Brocoli 128 £4 45
Cebolla 881 6
Uva 804 2
Espinaca 721 7
Pera 60 £ 3 3
Manzana 481 6
Berenjena 45+ 2 22
Melocotén 38+1 6
Platano 38t4 10
Guisante 32+1 22
Tomate 301 18
Coliflor 301 15
Puerro 22+1 16
Lechuga 14+1 <2

2 Datos de capacidad antioxidante total expresados como contenido fenélico en equivalentes de acido galico (GAE); valor £
SEM (error estandard de la media) de tres muestras. Los datos han sido recopilados de las siguientes referencias: Mariko et
al., 2005; Proteggente et al., 2002. Estos valores estan sujetos a variaciones segtin la variedad y estado de desarrollo de cada

fruta o verdura.
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1.4. PEROXISOMAS, ROS Y ANTIOXIDANTES

1.4.1. Metabolismo peroxisomal

Los peroxisomas son orgénulos celulares descritos por primera vez en 1954 por Rhodin y
caracterizados bioquimicamente a principios de los 60 por De Duve (Luschning & Fink,
1999). Son organulos pequenios de entre 0,1 y 2 pm de didmetro constituidos por una
membrana simple que rodea a una matriz granular o fibrilar (Tolbert & Essner, 1981). No
son orgdnulos auténomos, ya que no presentan un sistema genético propio y sus
proteinas son codificadas por el ntucleo. Se localizan en la mayoria de las células
eucariotas (Kindl & Lazarow, 1982) y entre sus componentes bdsicos se encuentran las
enzimas catalasa y flavin oxidasas productoras de H>O». En plantas, existen varios tipos
de peroxisomas que se pueden clasificar segtin su funcién metabdlica y el tejido en el cual
se localizan (Huang et al., 1983; Baker & Graham, 2002):

a. Glioxisomas, presentes en el tejido de reserva de semillas oleaginosas y en hojas
senescentes. Estos organulos contienen las enzimas de la B-oxidacién de acidos
grasos y del ciclo del glioxilato para convertir los lipidos de reserva en azdcares
que son utilizados para la germinacién y el crecimiento de la pldntula y en las
etapas de senescencia en las que deja de funcionar de manera efectiva la
fotosintesis.

b. Peroxisomas de hojas, que se encuentran en tejidos fotosintéticos y que llevan a
cabo la mayoria de las reacciones de la fotorrespiracion.

c. Peroxisomas de nédulos de raiz, presentes en nédulos de algunas leguminosas
tropicales, y donde tiene lugar la sintesis de alantoina, el metabolito utilizado en
este tipo de plantas para el transporte de nitrégeno.

d. Peroxisomas no especializados, localizados en muchos tejidos, que contienen las

enzimas basicas peroxisomales, pero cuya funcién fisiolégica se desconoce.

Ademas de catalasa, en los peroxisomas encontramos oxidasas que, salvo en el
caso de la urato oxidasa, son flavoproteinas como la D-amino oxidasa, acil-CoA oxidasa,
glicolato oxidasa, a-hidroxidcido oxidasa y glutaril-CoA oxidasa, entre otras (Huang et al.,
1983; Angermuller et al., 1987).

Una propiedad tipica de peroxisomas es su plasticidad metabdlica debido a que su
contenido enzimatico varia dependiendo del organismo, tipo de célula o tejido y de las
condiciones ambientales en las que se encuentren (van den Bosch et al.,, 1992; Mullen &
Trelease, 1996). Como ejemplo tenemos la transformacion de los glioxisomas en
peroxisomas de hojas en presencia de la luz (Huang et al., 1983, Masters & Crane, 1995;
Mullen & Trelease, 1996) o la transicién inversa de los peroxisomas de hojas en
glioxisomas durante la senescencia o en situaciones de estrés provocado por cadmio (De
Bellis et al., 1990; Landolt & Matile, 1990; Nishimura et al., 1993, 1996; Vicentini & Matile,
1993; Pastori & del Rio, 1997; del Rio et al., 1998a; 2002a).
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También, se ha descrito la presencia de actividad endoproteasa en peroxisomas de
hojas de guisante (Corpas et al, 1993; Distefano et al, 1997). Las endoproteasas
peroxisomales parecen estar implicadas en distintos procesos, como en la degradacién de
proteinas durante la transicién metabdlica de los peroxisomas, en la degradaciéon del
extremo N-amino terminal de proteinas que contienen el péptido senal de localizacion
peroxisomal PTS2, asi como en la conversion irreversible de la XDH en XOD (Palma et al,,
2002).

1.4.2. Metabolismo oxidativo

En estudios previos se ha demostrado la produccién de especies oxigeno reactivas dentro
del peroxisoma asi como la participacién de dicho organulo en el metabolismo oxidativo
de la célula (del Rio et al., 2002a). Ademas de la producciéon de H»O,, favorecida por el
metabolismo principalmente oxidativo del peroxisoma, se han descrito dos lugares
importantes de produccién de O,  dentro del orgénulo:, uno en la matriz, por la accién
de la xantina oxidasa (XOD), y otro en la membrana, constituido por una cadena de
transporte electrénico dependiente de NAD(P)H (Sandalio & del Rio, 1988; del Rio et al,,
1989; 1998a; Lopez-Huertas et al.,, 1997). En condiciones metabdlicas normales, tanto el
O como el H,O» producidos no son téxicos para la célula ya que son eliminados por los
sistemas de defensa del orgénulo y del resto de la célula. Pero en situaciones de estrés
puede aumentar la produccién de estas ROS dando lugar a condiciones de estrés
oxidativo en las que los peroxisomas tendrian una funcién importante.

Actualmente se sabe de la presencia de distintos sistemas antioxidantes dentro del
peroxisoma. Entre ellos destaca la actividad superéxido dismutasa con distintas formas
isoenzimaticas (del Rio et al., 1983; 1998a; Sandalio & del Rio, 1987; Corpas et al., 1998b) .
En la mayoria de los casos las isoenzimas que aparecen dentro del peroxisoma son la Mn-
SOD y/o la CuZn-SOD (Sandalio & del Rio, 1988; Corpas et al., 1998b), aunque también se
ha descrito una Fe-SOD en pétalos de clavel (Droillard & Paulin, 1990). También existen
estudios que demuestran la existencia de los componentes del ciclo ascorbato-glutation
dentro del peroxisoma (Bunkelmann & Trelease, 1996; Jiménez et al., 1997). De hecho, hay
estudios que demuestran la localizaciéon de la DHAR y la GR en la fraccién soluble del
peroxisoma, mientras que la MDHAR y la APX se encuentran unidas a la membrana
(Bunkelmann & Trelease, 1996; Lopez-Huertas et al., 1999; Jiménez et al., 1997; Leterrier et
al., 2005; Lisenbee et al., 2005). Se ha descrito también la presencia en peroxisomas de tres
NADP-deshidrogenasas, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa, que proporcionarian el NADPH necesario
para el funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation (Corpas et al., 1998a; 1999b) y otras
funciones del orgénulo (del Rio et al., 2006).

La apariciéon de cierta homologia entre un péptido de membrana del peroxisoma

(PMP) de 20 kDa de Candida boidini con una tiorredoxina dependiente de peroxidasa de E.
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coli (Verdoucq et al., 1999) nos sugiere la presencia de estas proteinas dentro del
peroxisoma. Por otro lado, se tienen evidencias de la presencia de una peroxirredoxina en
peroxisomas de hojas de guisantes (Corpas et al.,, 2003). Por tanto, se ha postulado que
estas proteinas intervendrian como un sistema enzimético antioxidante junto a la catalasa
y al ciclo ascorbato-glutation manteniendo los niveles de H>O, dentro del peroxisoma
(Valderrama et al., 2006).

Se ha observado que la poblacién de peroxisomas aumenta durante la senescencia
y bajo distintas condiciones de estrés, como las producidas por xenobibticos, ozono,
metales pesados y H.O, (Palma et al., 1991; del Rio et al., 1998a; 2002b; Romero-Puertas et
al.,, 1999; Lopez-Huertas et al., 2000). En estas situaciones, las ROS producidas por los
peroxisomas podrian actuar como moléculas senal activando distintas rutas de
sefalizaciéon, para contribuir a wuna mejor comunicacién entre los distintos
compartimentos celulares ante estas situaciones de estrés (Corpas et al.,, 2001; del Rio et
al., 2002b).

1.5.EL ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D). HERBICIDA Y
AUXINA SINTETICA.

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético ha sido y es ampliamente utilizado como herbicida,
aunque a bajas concentraciones se comporte como una fitohormona auxinica (McCarthy,
2004). Los herbicidas son inhibidores enzimaticos que afectan a reacciones metabélicas
basicas en la vida de la planta (Boger, 1988). El 2,4-D es un herbicida biclorado de
actividad auxinica clasificado dentro de la serie fenoxiacética en el grupo de los 4cidos

fenoxialquilcarboxilicos (Grossman, 2000b) (Tabla 1.6.).

Tabla 1.6. Clasificacion de los herbicidas auxinicos. Propuesta por el “Herbicide Resistance Action Committee” (HRAC).

Clasificaciéon de los herbicidas auxinicos sintéticos Ejemplos
Acidos fenoxialquilcarboxilicos Serie fenoxiacética 24-D,24,5-T y MCPA
Serie fenoxipropiénica Mecoprop, Diclorprop y Fenoprop
Serie fenoxibutirica MCPB, 24-DBy 24,5-TB
Serie fenoxibenzdica TCB (no autorizado en Espaiia)
Serie fenoxietilica MCPES, Sesone, 2,4,5-TES, 2,4-DEP,
2,4-DEB y Erbon
Acidos benzoicos Dicamba, Cloramben y TBA
Acidos Picloram, Clopyralid, Triclopyr y
piridin- carboxilicos Fluoroxypyr
Acidos Quinclorac y Quinmerac

quinolin-carboxilicos

Otros Benazolin
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Desde que en 1935 Zimmerman y Wilcoxon descubrieran la fuerte actividad
auxinica de los fenoxiacidos clorados, estos han sido ampliamente usados en agricultura.
Las auxinas han sido usadas para prevenir la caida prematura de los frutos, para inducir
el enraizamiento de los cortes y la partenocarpia, para asegurar la fructificacién, para
mantener el pimpollo o las yemas en dormancia y para mejorar el bienestar general de la
planta (Kimball, 2002). En investigacién cientifica las auxinas se emplean en medios de
cultivo in vitro para inducir la embriogénesis somatica y para estimular la proliferacion
celular en callos (Lloyd et al., 1980; Schiavone & Cooke, 1987, Kuijpers et al, 1996;
Bronsema et al., 1998; Yang & Davies, 1999; Kitamiya et al., 2000).

El 2,4-D junto a otros fenoxidcidos clorosustituidos como el MCPA vy el 2,4,5-T
fueron introducidos en el mundo agricola como herbicidas selectivos por su gran
actividad frente a diversas hierbas de hoja ancha y su inocuidad frente a gramineas
(Lotlikar et al., 1968; Loos, 1975; Diaz, 1979; Sen et al., 1983; Golebski et al.,, 1988;
Gollapudi et al., 1999; Charles et al. 2000; Forgacs et al., 2000). Ademaés, fue ampliamente
utilizado como Agente Naranja durante la guerra de Vietnam con fines militares, para la
desfoliacién de bosques. En 1969, el gobierno de los EE.UU. dictaminé limitar el uso del
2,4,5-T en cultivos alimenticios debido a sus efectos teratogénicos observados en ratas y
ratones de laboratorio (Cherry, 1970; Jackson, 1972; Loos, 1975; Reuber, 1983; Sen et al.,
1983). Por su solubilidad en agua, se especula que el 2,4-D es un contaminante
medioambiental con capacidad para infiltrarse en acuiferos, y por tanto, no sorprende que
se hayan hallado residuos de 2,4-D entre otros herbicidas en muestras de aguas
subterrédneas de toda Europa y EE.UU. (Fielding et la., 1992; Khizbullin et al., 1997; Zipper
et al., 1999; Smejkal et al., 2001).

A pesar de los mecanismos naturales existentes para su inactivacién, como
fotodegradacion (Hay & Timan, 1956a; Sundstrom et al., 1979; Muller et al., 1999),
degradacion por bacterias aerobias (Lyon et al., 1989; Bhat et al., 1993; Hogan et al., 1997,
Travkin et al.,, 1997; Top et al., 1998; Cosper et al., 1999; Poh et al., 2001; Smejkal et al.,
2001) y por hongos del suelo (Vroumsia et al., 1999), los fenoxiherbicidas pueden persistir
en las plantas por periodos de tiempo bastante largos, caracteristica esencial para su
mecanismo de accién (McCracken et al., 1981). En general, el 2,4-D es el herbicida mas
ampliamente usado en la actualidad, desde que el 2,4,5-T fuera prohibido en muchos
paises por su alta toxicidad (Travkin et al., 1997; DeFelice, 1999; Cho et al., 2000). Se utiliza
principalmente en campos de golf, praderas, jardines, cultivos de cereales y pastos y como
desfoliante en bosques y operaciones militares. Sus intermediarios de biodegradacién (el
2,4-diclorofenol y el 2,4,5-triclorofenol) son atin usados como biocidas y constituyen un
grupo importante de contaminantes medioambientales (Travkin et al., 1997).

Por otro lado, el 2,4-D ha sido utilizado como se dijo antes en sistemas de
experimentacién in vitro por su papel como auxina sintética. Las auxinas y citoquininas

son anadidas a cultivos de células vegetales, tanto en suspensién, como de callos o de
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6rganos, ya que intervienen en el control del crecimiento y multiplicacién celular
(Bronsema et al.,, 1998; Gyorgyey et al., 1997, Martin et al., 1999; Yang & Davies, 1999;
Marapara et al., 1999). Las auxinas juegan un papel clave en el control de la divisién y
elongacion de las células vegetales mediante la alteracién del patrén de expresiéon génica
(Ishida et al., 1996). El 2,4-D es comtnmente utilizado en sistemas celulares como sustituto
del acido indolacético (AIA) a concentraciones de hasta 22,6 pM para estimular la mitosis
y mantener el crecimiento de las células vegetales no diferenciadas (Bayliss, 1977; Sen et
al., 1983; Yang & Davies, 1999). La adicién de 2,4-D a células BY2 de tabaco cultivadas en
un medio privado de auxina durante 3 dias, induce la divisién celular, mientras que si no
se adiciona 2,4-D no ocurre tal estimulacién (Ishida et al., 1996). Se ha visto que el 2,4-D
produce un incremento de mRNA especifico (Gee et al., 1991, Mennes et al., 1992;
Takahashi & Nagata, 1992, Ananvoranich et al., 1994; Okamoto et al., 1995; Wu et al,,
1996) asi como la actividad RNA-polimerasa ligada a cromatina (Loos, 1975; Guilfoyle et
al., 1975; Fedtke, 1982; Sen et al., 1983). También se ha observado que el 2,4-D provoca la
estimulaciéon de ciertas actividades MAP-quinasas (Dominov et al., 1992). Las auxinas
(2,4-D, NAA e AIA) inhiben el acimulo de alcaloides durante la fase de crecimiento (Arvy
et al., 1994) y podrian tener un papel en la absorcién y translocacién de ciertos alcaloides
hasta las vacuolas dentro de las células vegetales (Taguchi et al., 2000). Por tltimo, se ha
observado que el 2,4-D incrementa la eficiencia de los procesos relacionados con la
desaturacién en los compartimentos extra-plastidiales (Engel et al.,, 1995). Las auxinas
afectan a la actividad lipoxigenasa (LOX) de los embriones somaéticos. En la Tabla 1.7 se
muestran, a modo de resumen, algunos de los estudios en los que se ha empleado el 2,4-D

en cultivos in vitro.

1.5.1. Mecanismo de accion del 2,4-D y otros herbicidas auxinicos

Los herbicidas auxinicos mimetizan los efectos bifdsicos del AIA sobre los tejidos
vegetales, de forma que cuando estan presentes a baja concentracién, también activan el
crecimiento por divisiéon y elongaciéon celular (Loos, 1975; Fedtke, 1982; Khalatkar &
Bhargava, 1982, Grossmann, 2000a). No obstante, existe una importante diferencia entre el
acido indolacético endégeno, que controla el crecimiento de las plantas, y los
fenoxiherbicidas, pues mientras que las concentraciones del primero estan
cuidadosamente controladas y reguladas por reacciones biosintéticas y catabdlicas de la
planta en los distintos tejidos, las concentraciones de los tltimos no lo estan (Loos, 1975;
Fedtke, 1982; Marrs, 1996, Candelas et al., 1996).

Los sintomas méas comunes que aparecen a las 24 horas de la aplicaciéon de estos
herbicidas a alta concentracién, son curvatura del tallo, epinastia foliar (curvatura hacia
abajo de las hojas), inhibicion del crecimiento de hojas, raices y tallos, formacién de
agallas (sobre todo en tallos), e induccién de la formacién de raices secundarias (Cérdenas

et al., 1968; DeFelice, 1999; Grossmann et al., 2001). El floema se considera la ruta primaria
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Tabla 1.7. Empleo del 2,4-D en sistemas de experimentacion in vitro (McCarthy, 2004)

Efecto Especie Referencia

. » o Solanum tuberosum Faludi et al., 1965
Estimulacién del crecimiento ) )

Glycine max, Oryza sativa Feungetal., 1974

Elongacioén celular y mayor
actividad PAL Mentha sp. Yang et al., 1999
Mitog_:{énico, regulador del Daucus carota Lloyd et al., 1980
tamario y la forma celular
Acumulacién de mRNA Nicotiana plunibaginifolia Dominov et al., 1992
Induccién de la division celular Nicotiana tabacum Ishida et al., 1996
Induccién dela actividad Nicotiana tabacum Tamura et al., 1999
telomerasa
Estimulacién del gen PMEK1 Petunia hibrida Trehin et al., 1998
Estimulacién de actividades
MAP-quinasas y MAP-quinasas- Nicotiana tabacum Mizoguchi et al., 1994
quinasas
Induccién de la embriogénesis Medicago sativa Dudits etal., 1993
somatica Medicago arborea Martin etal., 1999

Desarrollo de callos con potencial
embriogénico

Dendrocalamus giganteus

Ramanayake & Wanniarachchi,
2003

Represion de la embriogénesis

Daucus carota

Tisserat & Murashige, 1977

Kitamiya et al., 2000
R 6n de Ia sintesis d Goddijn et al., 1992
epresion de fa sintesis de Catharantus roseus Arvy etal, 1994
alcaloides
Limam et al., 1998
Acumulacién de escopolina Nicotiana tabacum Taguchi et al., 2000

Induccién de la flavonol-3-

Flaveria bidentis

Ananvoranich et al., 1994

sulfotransferasa

Estimulacion de la actividad Glycine max Scherer & André, 1989
fosfolipasa A, 4 Scherer & Arnold, 1997
Represién del desarrollo de Nicotiana tabacum Miyazawa et al., 1999

amiloplastos

de transporte de estos compuestos, lo que explica su actividad mas limitada al aplicarse
por via radical (Hay & Timan, 1956b; Rohrbaugh & Rice, 1956; Barrier & Loomis, 1957;
Pallas, 1960; Clor et al., 1962; 1963), ya que en ese caso el transporte es efectuado a través
del xilema. Estos herbicidas se acumulan en regiones de alta actividad metabélica, tales
como los meristemos. Asi, la edad de la planta y la tasa de crecimiento vegetal se
correlacionan con la susceptibilidad a los herbicidas reguladores del crecimiento (Weaver
& Derose, 1946; DeFelice, 1999; Romero-Puertas et al., 2004).

La selectividad de los fenoxiherbicidas hacia las cotiledéneas parece estar
determinada sobre todo por caracteristicas de la estructura de la planta y por la velocidad
de translocacién del herbicida (Hay & Timan, 1956b; Loos, 1975; Fedtke, 1982). El hecho
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de que, en las monocotiledéneas, el floema esté repartido en ntcleos, cada uno rodeado
de tejido esclerénquima protector, y que en éstos ntcleos no exista un cdmbium y un
periciclo sensible a auxinas (Fites et al., 1969), asi como el hecho de que la absorcién y
translocacién de herbicidas aplicados foliarmente es mucho mas restringida en las
monocotiledéneas que en las dicotiledéneas (Gallup & Gustafson, 1952; Fang & Butts,
1954; Loos, 1975), parecen ser factores potenciales de resistencia.

Desde un punto de vista fisiol6gico, se ha aceptado que los fenoxiherbicidas
causan la muerte de la planta en unas dos semanas por alteracién del crecimiento y del
metabolismo, provocando anormalidades que resultan letales (Primo Ytufera, 1958;
Cardenas et al., 1968; DeFelice, 1999). La distorsién del crecimiento ocurre en toda la
planta, aunque el 2,4-D haya tocado solo algunas hojas. En primer lugar, se inhibe el
crecimiento de brotes, las flores no se abren, y los tallos y las hojas se curvan. Las partes
subterrdneas también se alteran. Las raices dejan de crecer, se deforman por proliferacion
de tejido y desarrollan raices laterales pequenas, hasta que se desintegran (Wolf et al.,
1950; Primo Ytfera, 1958; Fedtke, 1982; DeFelice, 1999; Grossmann, 2000a; 2001). Todo ello
va asociado a cambios bioquimicos como son el alto consumo de carbohidratos
(Rasmussen, 1947; Mitchell & Brown, 1947) y el aumento de la respiraciéon (Humphreys &
Dugger, 1957). Algunas plantas, que exteriormente parecen destruidas, reaparecen a veces
en la estacion siguiente, brotando de algtin resto vivo subterrdneo (Primo Ytfera, 1958).

Debido a sus efectos sobre procesos fundamentales, como la biosintesis de acidos
nucleicos y proteinas, la actividad de muchas enzimas y la divisién celular, los herbicidas
auxinicos afectan a muchos procesos en plantas, por lo que se concluyé que su modo
general de accién es mimetizar a la auxina y alterar los procesos de crecimiento
controlados por ella (Loos, 1975). Sin embargo, el mecanismo de accién que subyace al
mimetismo de los herbicidas auxinicos es atn desconocido, a pesar de que exista
informacién sobre su interferencia en el metabolismo de los acidos nucleicos y su
capacidad para romper o alterar los sistemas de transporte de la planta por proliferacion
celular masiva (DeFelice, 1999). Desde una perspectiva molecular, se sabe que la
percepcién y la sefalizacién de las auxinas naturales y sintéticas inducen una serie de
eventos, tales como la sobreexpresiéon de genes de respuesta a auxinas, conducentes a
aberraciones en la biosintesis de RNA (Franco et al., 1990; Gee et al., 1991, Cobb, 2006),
fluctuaciones rapidas en la concentracién de Ca*2 citosélico (Gehring et al., 1990), de
inositol bi- y trifosfato, de 4cidos grasos y de lisofosfolipidos (Morre et al., 1984; Ettlinger
& Lehle, 1988; Scherer & Andre, 1989; Scherer & Arnold, 1997), e incrementos en la
actividad ATPasa de membrana (Barrierbrygoo et al., 1989; Barr et al., 1993) causantes de
un deterioro en el gradiente proténico y de un aumento en la plasticidad de la pared
celular (Basra & Basra, 1997; Grossmann, 2000a).
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En la Figura 1.13 se muestra un modelo del mecanismo de accién de los herbicidas
auxinicos propuesto por Grossmann et al. (2001). Como se indica en este esquema, una
menor asimilacion del CO, fotosintético, debido al cierre estomético propiciado por ABA,
conduce a una sobreproduccién de ROS, que pueden estar involucrados en la induccién
del dafo tisular y la muerte celular (Grossmann et al., 2001). Asf, junto al etileno y al ABA,
las ROS parecen contribuir al modo de acciébn de los herbicidas auxinicos en
dicotiledéneas sensibles. Sin embargo, a pesar de que la induccién de la ACS parece ser el
primer paso en la accién herbicida auxinica (Grossmann, 2000a; Hansen & Grossmann,
2000; Grossmann et al., 2001), y a pesar de que hayan sido descritas una variedad de
proteinas como candidatas a ser receptores auxinicos, tales como GSTs (Bilang et al.,
1993), formaldehido deshidrogenasas dependientes de GSH (Sugaya & Sakai, 1996a),
indol-3-acetaldehido reductasas (Sugaya & Sakai, 1996b), disulfuro isomerasas (Sugaya et
al., 2000) y proteinas ubicadas en la membrana plasmatica (ABP1), la pared celular
(Barrierbrygoo et al., 1989; Jones & Herman, 1993; Kimball, 2002), el ntcleo (Prasad &
Jones, 1991), el reticulo endoplédsmico, y el tonoplasto (Lamb, 1978), atn no se ha
identificado inequivocamente la proteina diana de auxinas que acttia como el receptor
especifico primario para la percepcién auxinica (Sterling & Hall, 1997; Luschning & Fink,
1999), ni se ha dilucidado en todos los detalles la ruta de transduccion de sefiales auxinica

(Grossmann, 2000a; Grossmann et al., 2001).

Dario tisular y muerte celular

Inhibicion del crecimiento y sobreproducciéon de ROS

. N A i
Senescencia “‘-'&”:' Clerfe. Inhibicién de la transpiracién
Ly e estomatico
ABA (BMEL ABA
. o~ ABA SAM
; v —
S

AlA,
herbicidas auxinicos

Epinastia foliar,
senescencia

ALY Curvatura
% horizontal y necrosis
W del tallo
ABA

Inhibicién del
crecimiento del
apice y laraiz

Figura 1.13. Modelo propuesto por Grossmann et al. (2001) para explicar el modo de accion de los herbicidas
auxinicos en la induccion del daio tisular y la senescencia en Galium aparine. ABA: acido abscisico; ACC: 1-
aminociclopropano 1-carboxilico; AIA: &cido indolacético, ROS: Especies de oxigeno reactivo; SAM: S-
adenosilmetionina.
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Recientemente, Romero-Puertas et al. (2004) han propuesto un modelo

complementario al del grupo de Grossmann y que explicaria los fundamentos

moleculares que propiciaron la sobreexpresion de ROS por acciéon del 2,4-D y otros

herbicidas auxinicos (Fig. 1.14). El exceso de radical superéxido y peréxido de hidrégeno

generados por las actividades xantina oxidasa (XOD) y superéxido dismutasa (SOD),

respectivamente, pueden provocar una sobreproducciéon de radicales hidroxilo por la

reaccion de tipo Haber-Weiss en presencia de ciertos metales (Cu?*, Fe3*, etc.). En estas

condiciones, se produce epinastia, gravitropismo y estrés oxidativo caracterizado por la

inhibicién del crecimiento y la fotosintesis, la peroxidacion lipidica, la oxidacién de

proteinas, la proteolisis y la muerte celular. El ciclo ascorbato-glutation, cuyos niveles

enziméticos aumentan tras el tratamiento con 2,4-D, participa en la eliminacién del

peréxido de hidrégeno y en proporcionar glutation reducido (GSH) para la actividad

glutation S-transferasa (GST), la cual forma complejos de GSH-2,4-D.

acidos nucleicos

v
\/

xantina
acido arico Epinastia
o, ¥-4: O,” Gravitropismo
XOD

. ——> | Estrés oxidativo

OH Inhibicion del crecimiento
Inhibicion de la fotosintesis
Peroxidaci6n lipidica
Oxidacién de proteinas
Degradaci6n de proteinas
Muerte celular

24-D

Ciclo
GST ascorbato-
GSH-2,4-D<«<——— GSH glutation

H,0

Fig. 1.14. Modelo propuesto por Romero-Puertas et al. (2004) para la accion del 2,4-D sobre el metabolismo
oxidativo de hojas de guisante. XOD, xantina oxidasa; SOD, superoxido dismutasa; GST, glutation S-transferasa;

GSH, glutation reducido
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Objetivos

En la actualidad es creciente la demanda de productos naturales que posean propiedades
promotoras de un buen estado de salud. De hecho, uno de los aspectos que mas interés
despiertan hoy en dia de los productos naturales es su contenido en antioxidantes. El
pimiento (Capsicum annuum L.) es un producto horticola consumido por la mayor parte de
la poblacion mundial, si bien este elevado consumo no se corresponde con una
disponibilidad de datos moleculares y celulares sobre la capacidad antioxidante de esta
especie horticola. Es, por tanto, fundamental conocer las caracteristicas nutricionales y
beneficiosas que esta materia prima puede aportar a la dieta humana dado que ello tendra
una repercusion directa en nuestra salud.

Con este propdsito, nuestro grupo de trabajo de la Estacién Experimental del Zaidin
(CSIC) de Granada inicié una linea de investigacion dirigida al estudio integral de los
antioxidantes enziméticos y no enzimaticos del pimiento, con el fin de definir criterios de
diagnostico de la capacidad antioxidante de distintas variedades, asi como analizar su
implicacion en la maduracién de los frutos y en la respuesta frente al estrés abidtico.

Nuestro grupo de investigacion comprobd que el pimiento mostraba una respuesta
diferencial frente a edtrés abidtico generado por atas concentraciones del cadmio
dependiendo de la variedad. Sin embargo, en dichos estudios no se pudo determinar si
dicho comportamiento dependia del agente generador del estrés o de la variedad. Por tanto,
guedaba por dilucidar si una misma variedad es capaz de mostrar una mayor resistencia al
estrés abiotico que otras, independientemente del tipo de estrés aplicado.

Es un hecho conocido que la calidad y la produccion de los frutos de pimiento
depende de las condiciones ambientales que imperan durante la polinizacion. Las
temperaturas extremas (frio y calor) y la alta radiacién influyen de manera fundamental en
el éxito de la polinizaciéon pudiendo ocasionar alteraciones en la maduracion del fruto, lo
que va acompafiado de una disminucion en la calidad del mismo y una reduccién
importante de la cosecha. Si bien, este concepto es una verdad incuestionable entre los
mejoradores y los cultivadores de pimiento, ain no se conocen los fundamentos
moleculares de este vinculo ni qué papel pueden jugar los antioxidantes del fruto en todo

este proceso.
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Por otro lado, en estudios previos realizados en nuestro laboratorio comprobamos
gue el ascorbato se encontraba presente en una elevada concentracion en los frutos de
pimiento. De hecho, los valores obtenidos permitian afirmar que unas cantidades normales
de pimiento en nuestra dieta serian suficientes para satisfacer las necesidades diarias de
vitamina C. Se han postulado diferentes rutas de sintesis del ascorbato en plantas
superiores. En fresa, otro de los productos hortofruticolas de interés para la nutricion
humana por su alto contenido en vitamina C, se ha propuesto la actuacion de forma
simultédnea de varias vias de sintesis de ascorbato. Hasta el momento no se dispone de
informacion tanto a nivel génico como enzimatico sobre la sintesis de ascorbato en frutos
de pimiento. Si consideramos, como ya se ha apuntado, la contribucién de esta hortaliza al
aporte total de vitamina C en la dieta, seria fundamental realizar el estudio de dicha ruta en
los frutos de pimiento.

En base atodo lo dicho anteriormente, nos planteamos los siguientes objetivos para
esta Tesis Doctora:

1.- Estudiar €l efecto del 2,4-D en plantas de dos variedades de pimiento, con la
finalidad de establecer modelos de respuesta de los antioxidantes de esta especie vegetal
frente al estrés abidtico.

2.- Andlizar los niveles de antioxidantes enzimaticos en distintas variedades de
pimiento y la evolucion de los mismos durante la maduracion y en distintas condiciones
ambientales de luz, radiacion y temperatura.

3.- Investigar la sintesis de ascorbato y la implicacion del mismo en la maduracién
de los frutos de pimiento.

Ademas, estos objetivos permitiran abordar dos aspectos de sumo interés en nuestro
entorno: por un lado, contribuir a la seleccion e identificacion de marcadores moleculares
de interés nutricional de variedades de pimiento, lo que incidird en una mejora de la
calidad de esta fuente de alimentacion; y por otro, sentar las bases moleculares para disefiar
futuras edtrategias que permitan seleccionar variedades més resistentes a los estreses mas
frecuentes en el sudeste espafiol, 1o que repercutiria en una mayor rentabilidad del sector
agroalimentario de dicha zona. Los objetivos que se plantean, aun disefiados para
responder a problemas reales de nuestra sociedad y de nuestro entorno agricola, se

acometeran desde un punto de vista estrictamente cientifico.
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Material y Métodos

3.1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO
Se han utilizado hojas y frutos de plantas de pimiento ( Capsicum annuum L.) obtenidas a
partir de semillas de la empresa Syngenta Seeds S.A. (El Ejido, Almeria).

Las semillas de pimiento fueron desinfectadas por inmersién en etanol al 96%
(v/v) durante tres minutos, secandolas posteriormente al aire sobre papel de filtro (Rabie
et al., 1980). Estas semillas se germinaron en vermiculita humedecida con CaSO4 0,5mM,
en camara de cultivo a 25°C durante 30 dias. Posteriormente, se trasladaron al
invernadero, donde se cultivaron durante 3 meses en el mismo sustrato, en condiciones
6ptimas para dicha especie vegetal. Una vez obtenido el estadio de crecimiento adecuado,
las plantulas se extrajeron cuidadosamente del soporte de vermiculita para no danar el
sistema radicular y se trasplantaron a botes de PVC (2,5 litros de capacidad; 4 plantulas
por bote) que se distribuyeron segtin un diseno de bloques de parcelas al azar hasta la
finalizacion del ensayo. Se utilizé un sistema de cultivo en medios liquidos (Hewitt, 1966)
con aireacién controlada de la solucién nutritiva en cada unidad de cultivo.

Las condiciones de cultivo de las plantas (dia / noche) fueron las siguientes:
temperatura, 26 + 2°C / 18 £ 1°C; humedad relativa, 70 £ 5% / 80 £ 5%, y un fotoperiodo
de 14 h con un PAR (radiacién fotosintéticamente activa) minimo de 420 pE m-2 s-1,

Las soluciones nutritivas se prepararon con agua desionizada (resistividad > 4
MQ) y reactivos especificos de pureza analitica, reponiéndose cada 24 horas el volumen
perdido por transpiraciéon con agua desionizada.

La composicién de la solucién nutritiva se basé en la de Hewitt (1966) modificada
con un pH inicial de 5,5 £ 0,1 y una concentracién iénica de 30 mg ién I, siguiendo la
técnica propuesta por Steiner (1961). Las concentraciones de macronutrientes, expresados
en mM, fueron: NOs;, 12; H,POy;, 4,0; SOy, 1,5; K+, 5,0; Ca?*, 4,5, Mg?*, 1,5; y los siguientes
micronutrientes, expresados en uM: Fe, 91,3; B, 46; Cu, 1,1; Zn, 2,3; Mn, 9,3 (del Rio et al,,
1985). Durante 3 meses las plantas crecieron en estas condiciones nutritivas completas. A
lo largo del ensayo, la renovacién total de las soluciones nutritivas se realiz6
semanalmente.

Para el estudio de los antioxidantes enziméticos de fruto de pimiento en distintos
estados de maduracién y sometidos a variaciones ambientales se utilizaron frutos
procedentes de los invernaderos experimentales que Syngenta Seeds tiene en El Ejido
(Almeria). Las plantas se cultivaron en un sustrato comercial (lana de roca), enriquecido

en los nutrientes necesarios.

3.2. VARIEDADES DE PIMIENTO

Para el anélisis de los sistemas antioxidantes de hojas de planta de pimiento frente a una
situaciéon de estrés abidtico provocada por el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) se
utilizaron 2 variedades de pimiento, una de tipo dulce italiano (Abdera) y otra de tipo

lamuyo (Herminio).
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En el estudio de los antioxidantes de frutos de pimiento de distintas épocas del
ano y distinto estado de maduracién se han utilizado las variedades Vergasa, Biela,
Lodosa y Bierzo, siendo Vergasa, Biela y Lodosa frutos de tipo california y Bierzo de tipo
lamuyo (ver Fig. 4.10; pag. 93).

En el estudio de los antioxidantes de fruto de pimiento sometidos a variaciones
ambientales se utilizaron las variedades Vergasa, Biela, Galileo y Dulce Italiano (ver Fig.
4.33; pag. 113). Vergasa y Biela son frutos de tipo california, Galileo pertenece al grupo de
los lamuyos y Dulce Italiano al grupo del mismo nombre.

En la caracterizacién, purificaciéon y medida de antioxidantes de los peroxisomas

de frutos de pimiento se emplearon frutos verdes y rojos de tipo lamuyo.

3.3. APLICACION DEL ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D)
Tras el crecimiento de las plantas en la solucién nutritiva completa, se procedié a la
aplicaciéon foliar del herbicida 2,4-D mediante un microatomizador de vidrio de control
manual. Debido a su baja solubilidad en agua, el 2,4-D (forma acida) se disolvi6é primero
en etanol (50%; v/v) y, a continuacién, se disolvié en agua con un 1% (v/v) de mojante-
adherente (Bayer). Las concentraciones de 2,4-D administradas fueron las siguientes: O
mM (control) y 22,62 mM (0,5 Kg - hal). Se dispusieron 4 recipientes de 2,5 1 para las
plantas tratadas con 2,4-D que quedaron convenientemente apantallados del resto en el
momento de la pulverizacién, consistiendo ésta en destinar a cada recipiente de cultivo 10
cm?® de solucién hidroetandlica de 2,4-D. La aplicaciéon se efectué en tres pulsos
temporales (3,33 ml por pulso) para favorecer la adsorcién del producto en las cuticulas y
evitar el peligro de escurrido o lixiviacién, habiéndose previamente eliminado la
ventilacion en el recinto de cultivo.

El tratamiento foliar con 2,4-D fue de 24 h, 7 dias y 14 dias, transcurrido el cual se

cosecharon todas las hojas de las plantas de pimiento para proceder a su estudio.

3.4. PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS PARA ENSAYOS
BIOQUIMICOS
3.4.1. Homogenados de hoja
Concluido el periodo de crecimiento en los tratamientos aplicados, se procedié a la
recogida del material separando la hoja del resto de la planta. Las hojas fueron lavadas
por inmersiones sucesivas en agua desionizada y posteriormente fueron secadas con
papel secante. Las hojas recolectadas fueron pesadas y destinadas a realizar estudios
bioquimicos segtn se describe mas adelante.

Las hojas fueron homogenizadas con mortero y pistilo hasta que la rotura del
tejido presentaba un aspecto homogéneo. Las hojas se mezclaron con tampén de
homogeneizacion a 4°C en una relacién 1:2 (p/v). La composicién del tampén de

homogeneizacion fue la siguiente: tampoén fosfato potasico 50 mM, pH 7,8, glicerol 10%
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(v/v), EDTA 0,1 mM, Tritén X-100 0,1% (v/v), DTT 5 mM. Tras la homogeneizacién, los
extractos se filtraron a través de dos capas de nylon y se centrifugaron a 27.000 g durante
20 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada Sorvall. Con el sobrenadante obtenido se
realizaron los correspondientes ensayos.

Para la determinaciéon de grupos carbonilo, los homogenados de hojas se
prepararon en tampoén fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0.2% (v/V)
y PMSF 1TmM, con una relacién 1:4 (p/v). Los homogenados se filtraron y centrifugaron a
27.000 g durante 20 min y los sobrenadantes se utilizaron para las correspondientes

determinaciones.

3.4.2. Homogenados de fruto

En la preparacién de homogenados de fruto de pimiento, se emple6 una relacién 1:2
(p/Vv). Se tomaron dos tiras longitudinales de los frutos para la homogeneizaciéon (Fig.
3.1.) que se dividieron manualmente en trozos de 1 cm? de seccién aproximadamente y se
homogeneizaron con mortero y pistilo en presencia del tampén de homogeneizacién que
contenia tampoén Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM, Tritén X-100 0,1% (v/v),
glicerol 10% (v/v), y DTT 2 mM. En la preparacién de extractos destinados a la medida de
la actividad ascorbato peroxidasa, se incluy6é ascorbato 20 mM en el tampén de
homogeneizaciéon. Tras la homogeneizacion, los extractos se filtraron a través de dos
capas de nylon y se centrifugaron a 27.000 g durante 15 min a 4°C, en una centrifuga
refrigerada Sorvall. Con el sobrenadante obtenido se realizaron la mayoria de los ensayos.
Los sobrenadantes destinados a la medida de actividad glutation reductasa, L-galactono-
y-lactona deshidrogenasa y galactosa deshidrogenasa se pasaron por una columna de
Sephadex® G25 (Pharmacia NAP™- 10 Column, de Amersham Bioscience), para eliminar
las moléculas de pequeno tamano que pudieran interferir en la medida.

Para la medida de ascorbato y glutation, los extractos de fruto de pimiento se
obtuvieron pulverizando 0,70-0,75 gr de pericarpo de fruto con mortero y pistilo en
presencia de nitrégeno liquido. Posteriormente se anadié 2,5 ml de &cido metafosférico
5% (p/v). El homogenado se centrifug6 a 19.000 g durante 30 minutos a 4°C. El

sobrenadante se us6 para la determinacion de ascorbato y glutation.

Extraccion
de mRNA

Fig. 3.1. Corte de los frutos en los distintos
ensayos. Se cortaron dos tiras longitudinales del
fruto de pimiento para los ensayos enzimaticos y
una tira de menor tamano para la extraccion de
mRNA.

Homogenados
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3.5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PEROXISOMAS DE FRUTO DE
PIMIENTO
Todas las operaciones fueron realizadas a 4°C, al objeto de preservar en todo momento la
integridad de los orgénulos. El método utilizado es una modificacién del descrito por
Lépez-Huertas et al. (1995) para peroxisomas de hojas de guisante. El método consiste en
varias centrifugaciones diferenciales seguidas de una centrifugacién en gradiente de
densidad de sacarosa (Fig. 4.22; pag. 105). Los frutos se lavaron con agua desionizada y se
fragmentaron manualmente en trozos de 5-10 cm? de seccién, e inmediatamente después
se incubaron durante 30 min en bafo de hielo. Posteriormente, se le ahadi6 el tampo6n de
homogeneizacién en una relacién 1:2 (p/v) y se homogeneizé en un aparato Sorvall de
tipo Omni-Mixer aplicando 3 golpes a velocidad 3 y otros 3 golpes a velocidad 6. La
composicion del tampén de homogeneizacion fue la siguiente: Tricina-KOH 170 mM, pH
7,5, KC110 mM, MgCl, 1 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 1,2 M, ASB0,3% (p/v) y DTT 5 mM.
El homogenado se filtr6 a través de dos capas de entretela y se centrifugé a 2.400 g
durante 20 minutos para eliminar la mayor parte de los cloroplastos, ntcleos y residuos
celulares. El sobrenadante se centrifugé de nuevo a 12.000 g durante 15 minutos y el
precipitado obtenido se resuspendié en 3 ml de un medio similar al de extraccién pero
con pH 7,0 y sin DTT. La suspensién de organulos se deposité 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/Vv). Las soluciones de sacarosa se prepararon a partir de una solucién 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 Seals (Beckman) y se centrifugaron a 80.000 g durante 1
hora y 20 minutos en una ultracentrifuga Beckman usando 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 (Lépez-Huertas et al., 1995).
Para la caracterizacion de los gradientes de sacarosa, éstos se eluyeron por
desplazamiento ascendente con un fraccionador Isco mod. 185, registrandose la
transmitancia a 280 nm con un detector Isco mod. UA-5. Se recogieron fracciones de 1,5
ml. La identificacién de los organulos en los gradientes se realizé utilizando los
marcadores enziméticos que se describen en el Apartado 3.6. de esta memoria. Una vez
caracterizados los gradientes, la banda correspondiente a la fraccién de peroxisomas se
extrajo mediante perforacién de los tubos con una jeringa. Las matrices peroxisomales
(fraccion soluble), se separaron de la fraccion de membranas mediante choque osmético,
por dilucién 1:4 con tampoén fosfato-K 100 mM, pH 7,8, Na>-EDTA 1 mM, con agitacién a
4°C durante 1 hora y posterior centrifugacién a 120.000 ¢ durante 30 minutos en un rotor
Beckman 60Ti. El eluido se concentré por ultrafiltracion usando una membrana PM-10©
de Amicon. En los peroxisomas aislados se analizaron los pardmetros bioquimicos

inmediatamente, o bien se congelaron a -20°C hasta su uso.
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3.6. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

3.6.1. Xantina oxidasa (XOD; EC 1.1.3.22)

La actividad XOD se determiné mediante espectrofotometria, segtin describe Rajagopalan
(1985), midiendo a 293 nm la aparicién de acido drico dependiente de O, a 25 °C. La
muestra se incubé previamente 3 minutos con KCN 1 mM para inhibir la actividad
uricasa. La reaccién se llevé a cabo en un tampoén fosfato potasico 50 mM, pH 7,8
conteniendo xantina 50 uM y Tritén X-100 0,1% (v/v), siendo el volumen final de reacciéon
de 1 ml. La actividad se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién utilizando un
coeficiente de extincién molar para el acido arico de 1,22 x 104 M! - cm?! (Hong &

Schopfer, 1981) y se expres6 en nmoles de &cido trico - min! - mg! proteina.

3.6.2. Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1.)
3.6.2.1. Actividad total
Se empled bésicamente el método espectrofotométrico de McCord y Fridovich (1969),
basado en la medida de la tasa de inhibicién, por la SOD, de la reduccién del citocromo ¢
por los radicales libres O,” generados por el sistema enzimético xantina/XOD. La
reaccion se desarroll6 a 25°C y la medida de la densidad 6ptica se realizé a 550 nm en un
espectrofotémetro Beckman Coulter DU 640.

El ensayo se llev6 a cabo en un volumen final de 1 ml de una mezcla de reacciéon
que contenia citocromo ¢ 1,35 x 105 M, xantina 9,67 x 10> M en tampoén fosfato-K 50 mM,
pH 7,8, EDTA 0,1 mM, 4-15 pl de XOD (Roche: 20 U/ml y dil 1:50), y 25-100 pl de
muestra. En primer lugar, se comprob6 el estado de oxidacién del citocromo ¢ afiadiendo
un exceso de ditionito s6dico a la mezcla de reaccién sin XOD y sin muestra, debiendo
estar la lectura a 550 nm comprendida entre 0,22 y 0,24 unidades de absorbancia. Después
se realiz6 una reaccién control, adicionando XOD (Roche: 20 U/ml y dil 1:50) a la mezcla
de reaccién hasta obtener una tasa de reduccién del citocromo c entre 0,024 y 0,026
unidades de absorbancia/min. Finalmente, en la reaccién problema se anadié la muestra a
la mezcla de reaccién, asi como el volumen de XOD determinado en la reaccién control,
midiéndose a 550 nm el cambio de absorbancia durante 2 minutos. En la determinacién de
actividad SOD en extractos crudos es conveniente incluir CN™ 105 M a fin de evitar
posibles interferencias en la reduccién del citocromo c.

Una unidad de actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria
para producir una inhibicién del 50% en la velocidad inicial de reduccién del citocromo c
en la reaccién control a 25°C. La actividad enzimatica se calcul6 segtin el tanto por ciento

de inhibicion:
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Agsy/ min (control) - Az / min (probl)
%I= x100
Agsy/ min (control)

% I
Unidades SOD/ ml = xf
50 % x v

donde v es el volumen de muestra utilizado, en ml, y f es el factor de dilucién de la

muestra.

3.6.2.2. Actividad isoenzimatica

Las isoenzimas se separaron por EGPA en condiciones nativas o por electroenfoque,
segin se indica en los apartados 3.8.1. y 3.8.2., respectivamente. Una vez finalizada la
electroforesis, se revel6 la actividad SOD en geles segtin se describe en Beauchamp y
Fridovich (1971). Los geles se incubaron durante 20 minutos en oscuridad con una
soluciéon de NBT 2,45 mM, preparada en tampoén fosfato-K 50 mM, pH 7,8. Después se
incubaron con una solucién de riboflavina 28 uM y TEMED 28 mM en el mismo tampoén
durante 15 minutos, en oscuridad. Finalmente se expusieron los geles a la luz en tampé6n
fosfato-K 50 mM, pH 7,8 durante 10-15 minutos hasta visualizar las bandas acromaticas

sobre el fondo azul del gel.

3.6.3. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

Se sigui6 el método espectrofotométrico descrito por Aebi (1984), basado en la medida de
la disminucién de la absorbancia a 240 nm debida a la descomposicién del H>O, por
efecto de la catalasa. En una cubeta de cuarzo se anadieron la muestra, convenientemente
diluida, y la mezcla de reaccion, protegida de la luz, y formada por tampoén fosfato-K 50
mM, pH 7,0 y H:O> 10,6 mM hasta completar un volumen final de 1 ml en la cubeta. La
reaccion se registr6 durante 2 minutos a 25°C en un espectrofotémetro Beckman Coulter
DU 640, frente a un blanco compuesto por agua destilada. La actividad enzimatica,
expresada en pmol de H>O, - min! - ml! se calculé a partir de la velocidad inicial de la
reaccion y de un coeficiente de extincién molar para el H>O» de 39,58 M1 cm-! (del Rio et
al., 1977).

3.6.4. Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Para llevar a cabo el analisis de esta actividad se utilizaron muestras (homogenados y
orgénulos celulares) preparadas en un medio de extraccién conteniendo ascorbato 2 mM,
para prevenir la inactivacion de la APX. La actividad se determiné segin describe
Jiménez et al. (1997) midiendo a 290 nm la oxidacién del acido ascérbico durante un

minuto.
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La mezcla de reaccién contenia tampén Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6, ascorbato
0,2 mM, HoO, 0,3 mM y la muestra convenientemente diluida (15 ul como méaximo). La
reacciéon en 1 ml de volumen final, se llevé a cabo a 25 °C y se inici6 con la adicién del
H,0..

La actividad enzimética, expresada en nmoles de acido ascérbico oxidado - min-! -
mg! proteina, se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de
extincién molar para el acido ascérbico de 2,8 mM-1 - cmr! (Hossain & Asada, 1984a). Se
utilizaron tres controles, uno sin H>O,, otro sin ascorbato y otro sin muestra. Como
control negativo de la reacciéon se wutiliz6 un inhibidor de la APX, el p-

cloromercurifenilsulfénico (pCMS).

3.6.5. Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2.)

Se empled el método espectrofotométrico de Edwards et al. (1990), basado en la medida
de la tasa de oxidacién del NADPH a 340 nm durante 3 minutos, la cual es necesaria para
transformar el glutation oxidado (GSSG) en glutation reducido (GSH). La reaccién se llevé
a cabo a 25°C en un volumen final de 1 ml que contenia tampén Hepes-NaOH 0,1M, pH
7,8, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM, GSSG 0,5 mM, NADPH 0,2 mM y 100 ul de muestra. Se
utilizaron tres controles, uno sin muestra y sin GSSG, otro sin GSSG, y otro sin muestra
(Tabla 3.1.).

Tabla.3.1. Contenido de las cubetas, controles y problema, para la
medida de la actividad Glutation Reductasa.

Blanco de Blanco de Reaccién

Reactivo reactivo muestra Problema
Tampoén + GSSG 800 - 800
Tampén - GSSG 150 800 -
NADPH 50 50 50
Muestra - 100 100

La actividad enzimatica expresada en nmoles de NADPH oxidado - min! - mg-!
proteina, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de
extincién molar para el NADPH de 6,22 mM-! - cm-! (Jiménez et al., 1997).

3.6.6. Guayacol peroxidasa

Se sigui6 el método descrito por Quessada y Macheix (1984), basado en la deteccién a 470
nm de guayacol oxidado producido por la accién de las peroxidasas. La mezcla de
reaccion, en un volumen final de 1,1 ml, contenia tampén fosfato potasico 50 mM, pH 6,1,
guayacol-H» 6,25 mM, H>O, 0,025 mM y la muestra convenientemente diluida. La
reaccion se inicié por adicién de H>O» y la actividad se expresé en nmoles de guayacol -
min?! - mg, calculada aplicando un coeficiente de extincién molar (e470) para el guayacol
oxidado de 26,6 mM-1 - cm-L.
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3.6.7. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49)
Se determiné espectrofotométricamente, midiendo la reduccién del NADP+ a 340 nm
segtin Corpas et al. (1998a). La reaccién se llevé a cabo a 25°C en un volumen final de 1 ml
que contenia tampén Hepes 50 mM, pH 7,6, con MgCl 1 mM y NADP+ 0,8 mM,
inicidndose la reaccién por adicién de glucosa-6-fosfato (G6P) SmM.

Una miliunidad de actividad se definia como la cantidad de enzima necesaria para
reducir un nmol de NADP+ - min! a 25°C. Esta actividad se corrigié con la actividad 6-
fosfogluconato deshidrogenasa. El coeficiente de extincién molar para el NADPH es de
6,22 mM-1 - cml.

3.6.8. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44)

Para determinar esta actividad se utiliz6 un medio de reaccién similar al usado para la
actividad G6PDH, sustituyendo el sustrato por el 6-fosfogluconato (6PG) 5mM (Corpas et
al., 1998a). Una miliunidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria

para reducir un nmol de NADP* - mint a 25°C. El coeficiente de extincién molar para el
NADPH es de 6,22 mM- -cm-L.

3.6.9. Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* (NADP-ICDH; EC
1.1.1.42)
Se midi6 espectrofotométricamente el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la
reducciéon del NADP+* segtin describen Goldberg y Ellis (1983). La reaccién se llevé a cabo
a 25°C en un medio (1 ml) que contenia tampén Hepes 50 mM, pH 7,6, MgCl, 1 mM y
NADP+ 0,8 mM, inicidndose la reaccién con la adicion de 2R,35-isocitrato 2 mM.

La actividad enzimética expresada en nmoles de NADPH - min! - mg-! proteina,
se calculé a partir de la velocidad inicial de reacciéon y de un coeficiente de extincién
molar para el NADPH de 6,22 mM-! -cm? (Vigil, 1983).

3.6.10. Enzima madlico (EM; EC 1.1.1.40)
Para determinar esta actividad se utiliz6 un medio de reaccién similar al usado para la
actividad G6PDH, sustituyendo el sustrato por el dcido L-mélico 5 mM (Corpas et al.,
1998a), y se siguid la tasa de reduccién del NADP+ en presencia de malato.

La actividad enzimética expresada en nmoles de NADPH - min! - mg-! proteina,
se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincién
molar para el NADPH de 6,22 mM-! -cm? (Vigil, 1983).

3.6.11. L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH; EC. 1.3.2.3.)
La GalLDH es la enzima que cataliza la etapa final de sintesis de acido L-ascérbico en
plantas, concretamente lleva a cabo la oxidacién de la L-galactono-y-lactona a acido

ascorbico. Dicha actividad se midié espectrofotométricamente mediante el método
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descrito por Oba et al. (1994) siguiendo la reduccién del citocromo ¢ dependiente de L-
galactono-y-lactona (L-GL) a 550 nm, 22°C y durante 5 minutos. La mezcla de reaccion
contenia tampoén Tris-HCl 50 mM, pH 8,4, 50 pl de muestra, KCN 0,1 mM, citocromo c 85
uM y L-galactono-y-lactona 4,2 mM en un volumen final de 1 ml. Para ajustar el blanco del
aparato se us6 un control que en lugar de llevar L-GL llevaba tampén y se midi6 junto a la
cubeta problema. La actividad enzimatica, expresada en nmoles de citocromo ¢ reducido -
min! - mg! proteina, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién de la cubeta
problema menos la del blanco sin L-GL y de un coeficiente de extincién molar para el

citocromo ¢ de 17,3 mM-! -cm-! (Imai et al., 1998).

3.6.12. L-Galactosa deshidrogenasa (GalDH; 1.1.1.48)
Esta enzima interviene en una de las etapas previas a la sintesis de acido L-ascérbico en
plantas, concretamente lleva a cabo la oxidacion de la L-galactosa a L-galactono-y-lactona.
Dicha actividad se midi6 en el espectrofotémetro mediante el método descrito por Gatzek
et al. (2002) siguiendo la reduccién del NAD+ dependiente de L-galactosa a 340 nm y 37°C,
durante 3 minutos. La mezcla de reaccién contenia tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 20-
100 pl de muestra, NAD+* 0,1 mM y L-galactosa 1 mM. Para ajustar el blanco se usé un
control que llevaba tampoén sin L-Gal y se midi6 junto a la cubeta problema.

La actividad enzimatica, expresada en nmoles de NAD* reducido - min! - mg!
proteina, se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de

extincién molar para el NAD* de 6,22 mM-! -cm-L

3.6.13. Nucleésido difosfato quinasa (NDPK; EC2.7.4.6)

La actividad nucleésido difosfato kinasa (NDPK) cataliza la reaccién de fosforilacién de
un nucleésido difosfato a partir de otro trifosfato, ATP normalmente. Para su analisis se
utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). En primer lugar, se
prepardé la mezcla de reaccion compuesta por Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, MgCl, 5 mM, KCl
75 mM, GDP 1 mM, ATP 1mM y el volumen de muestra correspondiente. La reaccién se
llevé a cabo a temperatura ambiente durante 5 minutos y después se incub6é a 100°C
durante 3 minutos para detener la reaccién. Tras enfriar en hielo durante 5 minutos, se
centrifugé a 10.000 rpm durante 3 minutos en una microfuga. Finalmente, se inyect6 25 pl
del sobrenadante en la columna analitica Hypersil-NH> (APS-2; 5 pm, 150 x 4,6 mm). Se
construy6é una curva patrén (concentracién/area) para cada uno de los nucle6tidos
analizados (ATP, ADP, GDP y GTP). Los distintos tiempos de retencién para cada
nucleétido fueron detectados a 260 nm y la actividad fue determinada a partir de la

concentracion de GTP formada tras 5 minutos de reaccién.
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3.6.14. Hidroxipiruvato reductasa (HPR; EC 1.1.1.29)
Se utilizé el método descrito por Schwitzguébel y Siegenthaler (1984). Para ello se midi6 la
oxidacién a 340 nm del NADH acoplada a la reduccion del hidroxipiruvato a glicerato. El
medio de reacciéon contenia tampoén fosfato-K 50 mM, pH 6.2, KCN 1 mM, NADH 0.2 mM
e hidroxipiruvato 2 mM, en un volumen final de reaccién de 1,1 mlL

La actividad enzimaética se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién,
utilizando un coeficiente de extincién molar para el NADH de 6,22 mM* - cm?! (Vigil,

1983), y se expresé en nmoles de NADH -min-! - mg-! proteina.

3.6.15. Glicolato oxidasa (GOX; EC 1.1.3.1)
Se midi6 espectrofotométricamente segtin el método descrito en Archer y Ting (1996),
siguiendo la formacién a 324 nm de glioxilato de fenilhidrazona, resultado de la reacciéon
del glioxilato, generado por la oxidacién del glicolato, con la fenilhidrazina. El medio de
reaccion contenia fosfato-K 45 mM, pH 8,0, EDTA 3 mM, cloruro de fenilhidrazina 10 mM
y glicolato sédico 5 mM, en un volumen final de reaccién de 1 ml

La actividad enzimatica se calculé a partir de la velocidad inicial de la reacciéon
utilizando un coeficiente de extincién molar para el glioxilato de fenilhidrazona de 17,4 -
10> M1 - cm! y se expres6 en nmoles de glioxilato de fenilhidrazona - min?! - mg!

proteina.

3.6.16. Acil-CoA oxidasa (ACOX; EC 1.3.3.6)
Esta actividad se determiné mediante espectrofotometria, segtin describe Gerhardt (1983),
midiendo la formacién de la forma oxidada de la antipirina a 500 nm durante 5 minutos y
a 25 °C. La mezcla de reaccion de 1 ml de volumen final contenia tampoén Tris-HCl 175
mM, pH 8,5, FAD 47 uM, p-hidroximercuribenzoato 12 mM, 4-aminoantipirina 0,9 mM,
NaNa 0,9 mM, peroxidasa de rébano tipo II (Sigma) 5,28 U/ml, 100 pl de matrices
peroxisomales, y palmitoil-CoA 47 mM que dispara la reaccion.

La actividad enzimatica se calculé a partir de la velocidad inicial de la reacciéon
utilizando un coeficiente de extincién molar para la forma oxidada de la antipirina de 6,4

x 102 M1 -cm!y se expresé en mmoles de antipirina oxidada - min - mg! proteina.

3.6.17. Tiolasa (TIO; EC 2.3.1.9)

Se utilizé el método descrito por Gerhardt (1983), que determina la formacién de NADH,
proporcional a la actividad tiolasa presente en la muestra, producido por la malato
deshidrogenasa en una secuencia de reacciones acopladas en las que interviene la citrato

sintasa y la tiolasa y que se muestra en la Figura 3.2.

54



Material y Métodos

Acetoacetil-CoA Malico
HSCoA NAD
THI MDH
CH3-CO-SCoA NADH
cs
CH3-C0O-SCoA Oxalacetato

Fig. 3.2. Reacciones enzimaticas

HSCoA implicadas en la medida de la actividad
tiolasa

Para ello se prepar6 una mezcla de reaccién que contenia fosfato potésico 100 mM,
pH 7,5, MgCl» 250 uM, L-malato 3 mM, Tritén X-100 0,05% (v/v), DTT 2 mM, acetoacetil-
CoA 40 uM, CoA 2 mM, KCN 2 mM,, acetilpiridina-NAD 140 uM, 20 pg de citrato sintasa,
10 ng de malato deshidrogenasa y 100 ul de matrices peroxisomales. La medida se realiz6
a 25 °C durante 5 minutos, a 340 nm y en un volumen final de 2,20 ml.

La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién,
utilizando un coeficiente de extinciéon molar para el NADH de 6,22 mM! - cm? y se

expres6 en nmoles de NADH -min! -mg-! proteina.

3.6.18. Isocitrato liasa (ICL; EC 4.1.3.1)

Se emple6 como marcador enzimatico de los peroxisomas de fruto de pimiento rojo, ya
que la catalasa en estos frutos no era muy abundante. Para ello se siguié el método de
Archer & Ting (1996), basado en la cuantificacion del complejo glioxilato de
fenilhidrazona que se genera a partir del glioxilato proveniente de la ruptura enzimatica
del isocitrato y del clorhidrato de fenilhidrazina. La actividad se registr6 durante 3
minutos a 324 nm. El ensayo se realiz6 a 25°C, en un volumen de reaccién de 1 ml con la
composicion siguiente: tampoén fosfato-K 100 mM, pH 7,5, con MgCl, 10 mM,; clorhidrato
de fenilhidrazina 12 mM, DTT 5 mM; muestra (30 ul); y DL- isocitrato 13 mM. La
actividad enzimaética, expresada en nmoles de complejo - min! - mg-! proteina, se calcul6
aplicando un coeficiente de extinciéon molar (e324) para el glioxilato de fenilhidrazona de
1,7 104 M1 - cm-1L,

3.6.19. Malato sintasa (MS; EC 4.1.3.2)
Se determind segtin una modificaciéon del método descrito por Hock y Beevers (1966), que
mide la produccién del coenzima A libre (CoA-SH), utilizando el reactivo DTNB, el cual
forma un mercaptido con el grupo sulfidrilo del CoA-SH que absorbe a 412 nm.

La mezcla de reaccién, en un volumen de 2,8 ml, contenia tampoén Tris-HCI 0,08 M,
pH 8,0, MgCl> 3 mM, acetil-CoA 0,11 mM, DTNB 0,11 mM, glioxilato sédico 0,5 mM y 25-

100 pl de muestra. La reaccién se llevé a cabo a 30 °C y se inici¢ afiadiendo acetil-CoA. El
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registro se efectué a 412 nm durante 30 segundos frente a un blanco con todos los
componentes de la reacciéon a excepciéon del acetil-CoA. La actividad enzimética, en
nmoles de producto - min?! - mg! proteina, se calculé a partir de la velocidad inicial de

reaccion utilizando un coeficiente de extincién molar de 13,6 <103 M1 -cm-L.

3.6.20. Fumarasa (EC 4.2.1.2.)

Se utilizé el método descrito por Walk y Hock (1977) basado en la medida a 240 nm de la
conversién del malato en fumarato. El ensayo se realizé a 25 °C en un volumen de
reaccion de 1 ml que contenia L-malato 4.3 mM, Tritén X-100 al 0.02 % (v/v), tampoén
tricina 0.1 M, pH 7.5 y 50 pl de muestra convenientemente diluida. La reaccion se inicién
por la adicién de L- malato, y se registr6 la formacién de fumarato a 240 nm, frente a un
blanco compuesto por el tampén de reaccion. La actividad enzimaética, en mmoles de
fumarato - min! -mg! proteina, se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccién y de
un coeficiente de extincién molar para el acido fumaérico de 2.44 - 102 Mt - cm! (Hill &
Bradshaw, 1969). Esta actividad se usé como marcador enziméatico de mitocondrias en la

caracterizacion de los gradientes de sacarosa.

3.6.21. NADPH-citocromo c reductasa (EC 1.6.2.4)
Se determiné mediante espectrofotometria mediante el método de Lord (1973), basado en
la medida de la tasa de reducciéon del citocromo ¢, dependiente de NADPH, a 550 nm
durante 3 minutos. La medida se llevé a cabo en un volumen final de 1 ml de una mezcla
de reaccién que contenia tampoén fosfato potasico 20 mM, pH 7,2, NADPH 0,2 mM,
citocromo ¢ 0,02 mM, KCN 10 mM, antimicina A 1 pM (preparada en etanol) y la muestra.
Este marcador nos indic¢ las fracciones de los gradientes de sacarosa correspondientes al
reticulo endoplasmatico.

La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién,
utilizando un coeficiente de extincién molar para la reduccién del citocromo c de 21 mM-!

‘cm-l, y se expresé en mmoles de citocromo ¢ reducido - min?! - mg! proteina.

3.6.22. Fructosa 1,6-bifosfatasa (EC 3.1.3.11)
Esta enzima se emple6 como marcador de cloroplastos. Se midi6 en el espectrofotémetro a
28°C y durante 3 minutos mediante el método de Léazaro et al. (1974), basado en la

reducciéon del NADP+ a 340 nm acoplada a la secuencia de reacciones que se muestran en
la Fig. 3.3.
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Fructosa-1,6-bifosfato = —— > Fructosa-6-fosfato + Pi
FBPasa
Fosfohexosa
isomerasa

NADPH + H* NADP*

6-fosfogluconato M Glucosa-6-fosfato

G6PDH

Fig. 3.3. Reacciones enzimaticas implicadas en la medida de la actividad fructosa 1,6-
bifosfatasa (FBPasa).

Se prepard una mezcla de reaccién de 1 ml de volumen final que contenia tampoén
Tris-HCl 100 mM, pH 8,8, EDTA-Na, 0,5 mM, MgCl, 10 mM, FBP 0,6 mM, NADP+ 0,3
mM, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0,14 U), fosfohexosa isomerasa (1,4 U) y 50 pl de
muestra. El blanco se ajust6 con toda la mezcla de reaccién salvo la FBP.

La actividad enzimatica se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién,
utilizando un coeficiente de extincién molar para la reduccién del NADP+ de 6,22 mM! -

cm’l, y se expres6é en mmoles de NADPH -min -mg-! proteina.

3.6.23. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.13)
El método utilizado es el descrito por Holtum y Winter (1982) y estd basado en la medida
del descenso de absorbancia a 340 nm debido a la oxidacién del NADPH a 25°C. La
mezcla de reaccién, en un volumen final de 1 ml, contenia un tampén Hepes-NaOH 25
mM pH 9,0, Bicina 25 mM, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM, NADPH 0,08 mM, 3 U de
fosfoglicerato quinasa (PGK), muestra convenientemente diluida y acido 3-fosfoglicérico 3
mM. La reaccién se dispara con ATP 1 mM y se sigue el descenso de absorbancia durante
4 minutos. Esta medida fue utilizada como marcador de cromoplastos en los gradientes
de sacarosa que se emplearon para la separacion de organulos de frutos de pimiento rojo.
La actividad enzimatica, expresada en nmol NADPH oxidado - min! - mg!
proteina, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién, utilizando un coeficiente de

extincién molar para el NADPH de 6,22 mM-! -cm-L.

3.6.24. Glutation S-transferasa (GST; EC 2.5.1.18)

La reaccién catalizada por la glutation-S-transferasa se siguié espectrofotométricamente
midiendo a 30°C el aumento de absorbancia a 340 nm, correspondiente a la formacién de
un complejo entre el glutation reducido (GSH) y el cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
segtin Habig et al. (1974). La reaccién se llevé a cabo en tampoén fosfato potasico 0,1 M, pH
7,5, conteniendo GSH 1 mM, CDNB 1mM y muestra (5-50 ul de extracto), durante un
minuto. Como controles se utilizaron un blanco de reactivos (sin muestra) y un blanco sin

CDNB para cada muestra.
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La actividad enzimatica expresada en nmoles - min! - mg-! de proteina, se calculé
a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente de extincién molar para el

producto conjugado de 9,6 mM-! - cm! (Habig et al., 1974).

3.6.25. Actividad endopeptidasa

3.6.25.1. Actividad total

La actividad endopeptidasa se determiné espectrofotométricamente utilizando como
sustrato azocaseina, segtin describe Distefano et al. (1997). La hidrdlisis de la azocaseina
se llev6 a cabo a 37°C durante 20 h en una mezcla de reacciéon (de volumen final 1 ml) que
contenia tampé6n Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, azocaseina al 0,5% (p/v) y 0,1 ml de muestra.
La reacciéon se pardé con 2 ml de é&cido tricloroacético al 12% (p/v). La actividad
endopeptidasa se expresé en unidades - h! - mg, considerando una unidad la cantidad

de enzima que causa un incremento de absorbancia de 0,01 en 2h a 340 nm.

3.6.25.2. Actividad isoenzimatica

Se utilizé un equipo Mini-Protean I, de Bio Rad, donde se prepararon geles de 7,5 x 8 cm
y 1,5 mm de grosor. Los geles se prepararon con una concentracién de poliacrilamida del
6% (p/v) conteniendo gelatina al 0,05% (p/v) tal y como se describe en Distefano et al.
(1997). Las muestras frescas fueron diluidas en un tampén de carga 4x que contenia
tampon Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5, glicerol al 40% (p/v), SDS al 5% (p/v) y azul de
bromofenol al 0,005% (p/v). Tras la electroforesis los geles se transfirieron a una solucién
acuosa conteniendo Tritén X-100 al 2,5% (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente,
para eliminar el SDS y renaturalizar las endopeptidasas. Posteriormente, se incubaron a
37°C durante 4 horas en tamp6n Tris-HCI 250 mM, pH 7,5. Después de la incubacién, se
tin el gel durante 1 hora con “Coomassie Brillant Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en
metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% (v/v), tras lo cual se destiné con metanol al
40% (v/v) y acido acético al 10% (v/v), hasta visualizar la actividad endoproteasa como

bandas acromaéticas sobre el fondo azul del gel.

3.7. OTRAS DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

3.7.1. Peroxidacion lipidica

Este parametro se determiné midiendo la tasa de formacién de sustancias que reaccionan
con el acido tiobarbitarico (TBARS), empleando el malondialdehido (MDA) como
compuesto de referencia (Buege & Aust, 1978). Todos los reactivos de este ensayo se
prepararon en agua Milli-Q. Para el ensayo se anadieron 200 pl de muestra,
convenientemente diluida, a 1 ml de la siguiente mezcla de reaccién: acido tricloroacético
al 15% (p/v), acido tiobarbitarico al 0,375% (p/v) y butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v)
preparado en HC1 0,25 N. Posteriormente, la mezcla se calenté durante 15 minutos a 95°C

con agitacién, se dej6 enfriar y se centrifugé a 2.000 g durante 5 minutos. En el
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sobrenadante se efectu6 la lectura de la densidad 6ptica a 535 nm. Los valores obtenidos
se enfrentaron a una recta de calibracion con distintas concentraciones de MDA dimetil

acetal (0,1-10 uM), para determinar la tasa de peroxidacién lipidica de las muestras.

3.7.2. Oxidacién de proteinas
Se determinaron los grupos carbonilo en extractos crudos de hojas de pimiento como
indice de las proteinas modificadas oxidativamente. Como control positivo, se utilizaron

homogenados incubados, durante 2 h, con concentraciones crecientes de H,O, (0-20 mM).

3.7.2.1. Medida en solucién

La cuantificacién de grupos carbonilo se efectudé segiin el método de Levine et al. (1991)
basado en la reacciéon de los grupos C=0O con la 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) con
formacién de 2,4-dinitrofenilhidrazona que absorbe a 370 nm, segtn la reaccién que se

indica en la Figura 3.5.

Proteina-C=0 [f()\/ p Proteina-C=N-NH-2,4-DNP + H 2O

H 2N NH -2,4-DNP

Fig. 3.4. Reacciones enzimaticas implicadas en la medida de grupos carbonilos de
proteinas
Para cada tratamiento se usaron tres muestras con dos réplicas cada una y su
correspondiente blanco. Una de las réplicas se destin6 a la medida de los productos de
oxidacién de las proteinas y la otra a la determinacién del contenido en proteinas de las
muestras. Los extractos, conteniendo 0.5 mg de proteina se incubaron con sulfato de
estreptomicina al 1% (p/v) durante 20 min para eliminar acidos nucléicos y se
centrifugaron a 2.000 g durante 10 min. Posteriormente, los homogenados se incubaron
durante 1 h con DNPH 10 mM preparada en HCl 2 M. Los blancos se incubaron con HCl
sin DNPH. Las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) y el
exceso de DNPH se eliminé por lavados con etanol/acetato de etilo (1:1). Finalmente, el
precipitado se resuspendié en guanidina 6 M preparada en KH>PO4 20 mM a pH 2,3
(ajustado con acido trifluoroacético) y se midi6 la absorbancia a 370 nm. Como control
del contenido de proteinas, al final del ensayo se midi6 la absorbancia de las réplicas a 280
nm utilizando una curva patrén de ASB preparada en guanidina 6 M. El contenido de
carbonilos se calculé usando un coeficiente de extincién molar para las hidrazonas
alifaticas de 22.000 M-! - cm-! (Levine et al., 1990).
Para la cuantificacién de grupos carbonilo en peroxisomas purificados, éstos se
sometieron a choque osmético por dilucién (5 veces) con tampoén fosfato potasico 50 mM,

pH 7,8, EDTA 1mM, y se mantuvieron en agitacion durante 1-2 horas a 4°C.
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Posteriormente, las muestras se incubaron con TCA 10% (p/v) durante 15 minutos y las
proteinas se recuperaron por centrifugacion a 27.000 g durante 1 hora. El precipitado
obtenido se resuspendié en tampoén fosfato sédico 10 mM, pH 7,4, y se incubé con DNPH

continuando con el protocolo anteriormente indicado.

3.7.2.2. Deteccion inmunoquimica

Se llevé a cabo segtn el método de Yan et al. (1998). Los homogenados y las fracciones
peroxisomales se incubaron con DNPH 10 mM preparada en HCl 2 M durante 1 hora.
Como controles se utilizaron blancos incubados en HCI sin DNPH. Posteriormente, se
precipitaron las proteinas con TCA al 10% (p/v) y se lavaron con etanol/acetato de etilo
(1:1) tres veces como se indic6 anteriormente. Finalmente, las proteinas se resuspendieron
en tampoén fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, y se cargaron 10 pg de proteinas en dos geles de
poliacrilamida-SDS. Uno de los geles se emple6 para la inmunodeteccién, mediante la
transferencia a una membrana de PVDF, y el segundo para tincién de proteinas como
control. Las membranas de PVDF se incubaron con anticuerpos comerciales frente a la
DNPH de Sigma (dilucién 1:40.000) y las proteinas oxidadas se detectaron mediante
quimioluminiscencia (Corpas et al., 1998a) o mediante el método de la fosfatasa alcalina,

usando como sustrato el BCIP-NBT.

3.7.3. Medida del contenido de ascorbato

Se empled el método del dipyridil descrito por Okamura (1980), con algunas
modificaciones. Para la determinacién de ascérbico total (ascorbato mas
deshidroascorbato; ASC + DHA) se prepar6 una mezcla de reaccién que contenia 125 pl
de homogenados de frutos preparados como se indica el apartado 3.4.2, 25 pl de
trietanolamina 1,5 M, 150 pl de tampén fosfato sédico 150 mM, pH 7,4 y 75 ul de DTT 10
mM. Para reducir todo el dcido deshidroascérbico se mezcl6 bien y se incub6 durante 15
minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el DTT se anadié 75 pl de N-etilmaleimida
0,5% (p/v) y se incub6 de nuevo a temperatura ambiente durante al menos 30 segundos.
Posteriormente se anadié 300 pl de acido tricloroacético 10% (p/v), 300 pl &cido fosférico
44% (v/v), 300 pl de 2,2’-dipyridyl 4% (p/v) diluido en etanol 70% (v/v) y FeCls al 3%
(p/v). Esta mezcla se incubé durante 1 hora a 37°C y se midi6é la absorbancia a 525 nm.
Para la determinacién de acido ascérbico reducido se anadi6 lo mismo que para la
determinacion de ascorbato total salvo el DTT y la NEM.

Para determinar la concentracién de ascérbico total (ASC + DHA) y de ascorbato
reducido se prepar6 una curva patrén de acido ascérbico comercial (10-60 nM) disuelto en
acido metafosférico 5% (p/v) y se le dio el mismo tratamiento que a las muestras. Para
determinar la concentracién de deshidroascérbico se le resta a la medida de ascérbico

total la de ascorbato reducido. Para la determinaciéon del contenido de ascorbato en
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matrices peroxisomales el procedimiento es el mismo que en extractos crudos salvo que

no se anadi6 trietanolamina a la mezcla de reaccion.

3.7.4. Contenido de glutation

Esta medida se basa en el ensayo de reciclado de Anderson, el cual es un proceso
enzimatico sensible y especifico. Como se indica en la reaccién de la Fig 3.5., el GSH es
oxidado por el DTNB dando GSSG con la formacién estequiométrica de TNB. EI GSSG es
reducido a GSH por la glutation reductasa y el NADPH. La formacién de TNB es medida
a 412 nm y es proporcional a la suma de GSH y GSSG. El ensayo puede ser también
medido a 340 nm (desaparicién del NADPH).

26SH + DTNB ———> 6556 + TNB

6556 + NADPH + H* ————————» 26SH + NADP*

Fig. 3.5. Reacciones enzimaticas implicadas en la medida de
glutation

Para la determinacién de GSH y GSSG se prepararon los homogenados como indica
el punto 3.4.2. Se prepar6 una curva patrén para el GSH y otra para el GSSG, en el rango
de 0,5-5 uM, partiendo de soluciones madre con una concentracién de 50 mM disueltas en
acido metafosférico 5% (p/v) y que llevan el mismo tratamiento que las muestras.

La medida de GSSG requiere una previa derivatizaciéon de las muestras lo cual
consiste en anadir 2 pl de 2-vinilpiridina en su forma monomérica (Fluka) y 6 pl de
trietanolamina 1,5 M a 100 ul de muestra y posterior incubacién durante una hora a
temperatura ambiente. El mismo tratamiento se le da al blanco de muestra que en lugar
de muestra lleva acido metafosférico 5% (p/v).

El siguiente tratamiento era comtn en las muestras destinadas a la medida de
glutation total y glutation oxidado (derivatizadas). Para ello, se preparé una mezcla de
reaccion que contenfa tampoén fosfato sédico 143 mM, Na-EDTA 6,3 mM, pH 7,5,
NADPH (0,248 mg/ml); a ello se anhadi6 DTNB 6 mM y glutation reductasa (266 U/ml),
ambos diluidos en el tampo6n anterior; finalmente se incorporé la muestra, que en el caso

del glutation total se diluy6 1/5.

3.7.5. Determinacion de las proteinas

Se emple6 el método de Bradford (1976), que permite determinar
espectrofotométricamente el contenido de proteinas mediante la medida del complejo que
éstas forman con el azul Coomassie. Se emple6 el reactivo comercial de Bio-Rad “Protein

Assay Dye Reagent”, y albtmina de suero bovino (ASB), fraccién V, como proteina
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estandard para preparar la curva patrén de proteinas (0, 3, 6, 12, 18 y 24 pg ASB). Se
adicionaron 200 pl de reactivo Bio-Rad a 800 pl de un volumen compuesto por la muestra
o ASB, convenientemente diluidas, y agua destilada, y se midi6 la absorbancia a 595 nm,
de 5 minutos a 1 hora tras la adicién del reactivo (periodo de estabilidad del complejo).
Conocidos los valores de absorbancia, se elaboré una recta de regresién lineal con los
datos de la curva patrén de albamina y se calcul6 la concentracién de proteinas

interpolando los valores de absorbancia de las muestras.

3.7.6. Determinacion de la densidad

La determinacién de la densidad de las fracciones de los gradientes de sacarosa se efectu6
con un refractémetro Atago mod. 500 con capacidad para medir concentraciones en el
intervalo 0-90% de sacarosa (p/p). Los porcentajes obtenidos por refractometria se
transformaron en densidad (g- cm?) utilizando las “International Critical Tables”
(Griffith, 1983).

3.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (EGPA)

3.8.1. EGPA en condiciones nativas

Se utilizé un equipo Mini-Protean 11, de Bio Rad, donde se prepararon geles de 7,5 x 8 cm
y 1,5 mm de grosor. Los geles se prepararon con una concentracién de poliacrilamida del
del 10% (p/v) en tampén Tris-HCl 377 mM, pH 8,9. Estos geles se destinaron a la
separacion de las distintas isoformas de SODs. Los homogenados, preparados en glicerol
al 10% (v/v), se cargaron directamente en el gel, afadiendo azul de bromofenol al 0,006%
(p/v) a cada muestra. Se utilizé una intensidad de 10 mA por gel durante 30 min, y
después de 20 mA hasta que el azul de bromofenol alcanzé practicamente el final del gel.
El tampoén de electrodos utilizado fue glicina 38 mM, ajustado a pH 8,2 con el tampé6n de

geles.

3.8.2. Isoelectroenfoque

Se siguié basicamente el método descrito por Palma et al. (1997). Las muestras se
prepararon en una solucién que contenia sacarosa al 15% (p/v) y 2,3% (p/v) de anfolitos
de pH 3,5-7 para las SODs (Pharmacia Biotech). Las muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida al 6% de 1,5 mm de grosor, conteniendo un 10% (v/v) de glicerol y un
2,3% (p/v) de anfolitos del rango de pH indicado anteriormente. Para impedir
inactivaciones por la solucién del catodo, sobre las muestras se colocé una solucién de
sacarosa 7,5% (p/v) y anfolitos con los pHs correspondientes (2,3%; p/ V). Las soluciones
anddica y catédica fueron acido fosférico 0,06% (p/v) y NaOH 0,1M, respectivamente. La
electroforesis se realiz6 a 4°C, con un voltaje de 150 V durante 30 min seguido de 200 V
durante otros 30 min y, finalmente, se fij6 a 250 V durante 1,5-2 h, en un equipo Mini-

Protean II de Bio-Rad. Para determinar los puntos isoeléctricos de las distintas isoenzimas
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de SOD, se emplearon marcadores de IEF de pl 2,80 - 6,55 (Pharmacia LKB
Biotechnology) que se cargaron en los geles junto a las muestras. Tras el proceso
electroforético, se separd la parte del gel correspondiente a los indicadores de pl, y se
incub6 con TCA al 20% (p/v) durante 2 h. Posteriormente se revelaron las proteinas en los

geles como se indica en el apartado 3.6.2.2.

3.8.3. EGPA en condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS)

El método seguido fue el descrito por Laemmli (1970), utilizando un equipo Mini-Protean
III de Bio-Rad. Se prepararon geles de poliacrilamida a distintas concentraciones (10-15%;
p/Vv), con un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Las muestras para
electroforesis se prepararon en un tampén de carga Tris-HCl 63 mM, pH 6,8, SDS 2%
(p/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,006% (p/v) y DTT 10 mM y se calentaron
a 95°C durante 10 minutos para desnaturalizar las muestras. Después se cargaron en los
geles, a los cuales se les aplicéd un voltaje de 100 V durante 15-20 minutos, y después un
voltaje de 200 V durante unos 45 minutos. El tampén de electrodos usado para el catodo
fue Tris-HC1 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M y SDS 0,1% (p/v), y el tampoén del anodo de

igual composicion pero sin SDS.

3.8.4. Tincion de geles con azul Coomassie

Los geles se tifieron con “Coomassie Brillant Blue” R-250 al 0,1% (p/v), preparado en
metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% durante 30 minutos. Después se destifieron
con metanol al 40% (v/v) y &cido acético al 10% (v/v), hasta que quedaron bandas azules

sobre un fondo transparente.

3.8.5. Tincion con plata

Se utiliz6 la técnica descrita por Heukeshoven y Dernick (1985). Después de la
electroforesis, los geles se incubaron con etanol al 30% (v/v) y &cido acético al 10% (v/V)
durante 3 horas para fijar las proteinas. A continuacién, los geles se lavaron con agua
desionizada 3 veces durante 5 minutos cada vez, y se incubaron con una solucién
reductora de ferricianuro potasico 1% (p/v) y tiosulfato de sodio al 1,6% (p/v) durante 15
minutos. Posteriormente, los geles se lavaron abundantemente hasta que desapareciese el
color amarillento de los mismos y se incubaron en una solucién de nitrato de plata 0,1%
(p/V), en oscuridad, durante 30 minutos. El revelado se efectué en una solucién de
carbonato sédico 0,3 M y formaldehido 0,02% (v/v), hasta que aparecieron las bandas de

proteinas. La reaccién se detuvo anadiendo acido acético al 3% (v/v).
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3.9. TRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE PROTEINAS (TECNICA
DE WESTERN)

3.9.1. Transferencia de proteinas

Las proteinas separadas tanto por EGPA nativa como por EGPA-SDS se transfirieron a
una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) de Millipore de 0,45 um, utilizando un
sistema de transferencia semiseco Trans-Blot SD de Bio-Rad. El tampén utilizado en la
transferencia fue CAPS 10 mM, pH 11,0, con metanol al 10% (v/v). La transferencia se
llevé a cabo utilizando una intensidad de 1,5 mA por cm? del gel durante 2 horas, segtin
Corpas et al., 1998a.

3.9.2. Inmunodeteccion por quimioluminiscencia

Para la detecciéon de las proteinas transferidas a la membrana de PVDF se utilizé un
método de quimioluminiscencia (Bunkelmann & Trelease, 1996), que se basa en la
oxidaciéon del luminol por el complejo peroxidasa de rédbano-anti-IgG en presencia de
H»>O», dando lugar a un compuesto intermediario que se estabiliza por la emisién de luz
(Thorpe et al., 1985). La emisién de luz se potencia con 4-yodofenol, que acttia como
transmisor de radicales de oxigeno al luminol.

Una vez concluida la transferencia de las proteinas, las membranas se lavaron con
agua destilada. Para bloquear los sitios inespecificos de unién de las inmunoglobulinas,
las membranas se incubaron con leche en polvo desnatada al 1,5% (p/v), preparada en
tampoén TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, NaCl 0,18 M) durante 1,5-2 horas a temperatura
ambiente. Después de lavar las membranas, se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente, en una dilucién 6ptima, durante toda la noche a 4°C, o bien durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron con TBS
durante 40 minutos, cambiando el tampén cada 10 minutos, tras lo cual se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario, anti-IgG unida a
peroxidasa de rabano. Las membranas se lavaron finalmente con TBS y se procedi6 a la
deteccion de las proteinas por quimioluminiscencia. Para el revelado, las membranas se
incubaron durante 2-4 minutos en oscuridad en 20 ml de un tampén Tris-HC1 50 mM, pH
8,6, NaCl 150 mM al que se le adicionaron 8 mg de luminol, 200 pl de 4-yodofenol al
0,01% (solucién de 10 mg/ml en DMSO) y 3,2 pl de H.O, 30% (v/v). Las membranas se
expusieron a una pelicula autorradiogréfica “Hyperfilm”, de Amersham Biosciences, en
un accesorio para autorradiografia (Kodak). El tiempo de exposiciéon variaba desde unos

segundos hasta 20 minutos, segtin la intensidad luminosa obtenida en cada caso.
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3.10. OBTENCION, CARACTERIZACION Y PURIFICACION DEL
ANTISUERO DE LA Fe-SOD

La sintesis del péptido y obtencién del antisuero se realiz6 mediante los protocolos al
efecto de la casa comercial Sigma-Genosys (UK). El péptido sintetizado correspondi6 a los
14 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la Fe-SOD de tabaco (Nicotiana
plumbaginifolia)  (P22302), correspondientes a los residuos Ser!®-Ala202  N-
SWEAVSSRLKAATA-C. Este péptido, una vez sintetizado, se conjugé por su extremo
amino y mediante el agente MBS (éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisiccinimida) a
una proteina transportadora KLH (keyhole limpet hemacyanin) para asi conferirle mayor
poder antigénico. Una vez obtenido el péptido conjugado se procedié a la inmunizacién
de dos conejos machos de la raza Nueva Zelanda, mediante distintas inyecciones
subcuténeas. La primera inyeccion se realizé mezclando el inmunégeno con adyuvante de
Freund completo (CFA), y las restantes se realizaron con el adyuvante de Freund
incompleto (IFA). El adyuvante mejora la respuesta inmune, de manera que se necesita
menor cantidad de péptido para producir més anticuerpo, y ademas libera lentamente el
antigeno, lo que permite la estimulacién continua del conejo. El protocolo completo de
inmunizacién seguido se describe en la Tabla 3.2.

Se obtuvieron 3 ml de cada uno de los tres

Dia 0 Suero preinmune, . d . del .
ia Inyeccién (CFA) primeros sangrados, asi como del suero preinmune, y
14 Inyeccion (IFA) 45 ml del sangrado final. A todos se les anadié azida
sédica al 0,02% v), v se guardaron a -80°C hasta su
28 Inyeccién (IFA) 02% (p/v), y se gu
posterior utilizacién.
35 Primer sangrado
42 Inyeccién (IFA)
49 Segundo sangrado
56 Inyeccién (IFA)
63 Tercer sangrado Tabla 3.2. Protocolo de inmunizacion llevado a cabo en
conejos para la obtencion del antisuero frente a la Fe-SOD de
70 Inyeccién (IFA) tabaco. Adjuvante Completo de Freund (Complete Freund's
Adjuvant); IFA: Adjuvante Incompleto de Freund (Incomplete
77 Cuarto sangrado (final) Freund's Adjuvant).

Determinacion del titulo de los antisueros

Los cuatro sangrados de los dos conejos fueron analizados para determinar su titulo
mediante ensayos de transferencia de western usando extractos de diferentes 6rganos de
plantas de pimiento, que se prepararon segin se indicé anteriormente en el apartado
correspondiente. Los érganos empleados fueron hoja, flor, tallo y frutos de pimiento de

distintas variedades.
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3.11. EXTRACCION, CUANTIFICACION Y ANALISIS ELECTROFORETICO
DEL RNA

3.11.1. Extraccion RNA total

El aislamiento de RNA total de las muestras se llevé a cabo utilizando el reactivo
comercial Trizol® (GIBCOBRL, Life Technologies), compuesto de una solucién monofasica
de fenol y de isotiocianato de guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987). Los frutos, hojas,
flores y tallos de pimiento se homogeneizaron en un mortero con nitrégeno liquido,
pesandose el polvo obtenido y afladiendo inmediatamente el Trizol (1 ml por cada 100 mg
de tejido). Después de incubarse durante 5 minutos a temperatura ambiente, se le ahadi6
cloroformo (0,2 ml por ml de Trizol utilizado) y se agit6 vigorosamente durante 15
segundos, volviéndose a incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugé a 11.000 g durante 15 minutos a 4°C y se obtuvieron dos fases, una inferior, de
fenol-cloroformo, y otra acuosa, superior, donde quedé el RNA. Esta fase acuosa se
recuperd y se le afadi6 isopropanol puro (0,5 ml por cada ml de Trizol), incubéndose
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se obtuvo el precipitado de
RNA centrifugando a 11.000 g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se lav6 con 1 ml
de etanol 75% (v/v), y se centrifugé a 7.500 g durante 5 minutos. Finalmente, se dejé secar
el precipitado durante unos minutos a temperatura ambiente, y se resuspendi6é en agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% (v/v).

3.11.2. Cuantificacién de RNA y DNA

La cuantificacion del RNA y/o DNA obtenidos se realizé espectrofotométricamente,
midiendo la absorbancia a 260 nm. Para ello, el RNA/DNA se diluy6 en agua (1/40)
tratada con DEPC, y se realiz6 un barrido de absorbancia entre 200 y 300 nm para
determinar, asimismo, la posible contaminacién de proteinas, que absorben a 280 nm. En
estas condiciones, la relacion entre las absorbancias A/ Ass0 debe estar comprendida
entre 1,8 y 2, para el RNA, o entre 1,7 y 1,9, para el DNA. Para la cuantificacién, se asumi6
que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 png/ml de RNA o a 50 ug/ml de
DNA.

3.11.3. Electroforesis en geles de agarosa

Para comprobar el estado del RNA y los productos de PCR, se realizaron de forma
rutinaria electroforesis en geles de agarosa. En el primer caso se prepararon geles de
agarosa (Serva) al 0,8% (p/v) en tampén TBE (Tris-HCI 45 mM, ac. bérico 45 mM y EDTA
1 mM, pH 8.0). La agarosa se disolvié en tampén TBE con ayuda de un microondas y se
dejé polimerizar, durante 30-45 min, antes de aplicar las muestras. Alicuotas de 1 pg de
RNA de cada muestra se mezclaron con 2 pl de tampoén de carga (glicerol 25% (v/v),
EDTA-Na, 1 mM, pH 8§, xileno-cianol 0,25% (p/v) y azul de bromofenol 0,25% (p/v)). El

volumen final se ajust6 a 10 pl con agua Mili-Q tratada con DEPC. Las muestras se
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cargaron en el gel y se desarroll6 la electroforesis en tampén TBE, a 100 V durante 30 min.
Posteriormente y para el marcaje de las muestras en el gel, se incubé éste en un bafio con
bromuro de etidio (0,5 ng ml! de agua) durante aproximadamente 15 minutos.

Para evitar la contaminacién por RNAasas, todo el material necesario para la
electroforesis (peine, soporte del gel y cubeta) se traté6 previamente con NaOH 50 mM
durante 2h y, posteriormente, se lav6 con abundante agua Mili-Q tratada con DEPC.

El analisis de los productos de PCR se realiz6 en geles de agarosa del 0,8-2% (p/V)
en tampoén TBE. Un volumen de 15 pl de cada muestra se mezclé con 3 pl de tampén de
carga y se cargé en el gel. El desarrollo electroforético se efectué en tampén TBE, a 100 V
durante 30-120 min dependiendo de los casos. Como marcador de tamano molecular, se
emple6 el “EZ Load™ 100bp PCR Molecular Ruler”, de BioRad. Como se explicd
anteriormente, el gel fue incubado tras la electroforesis en un bafio con bromuro de etidio

(0,5 pg ml! de agua) durante aproximadamente 15 minutos.

3.12. SINTESIS DE ¢DNA, TRANSFORMACION Y AISLAMIENTO DE
PLASMIDOS RECOMBINANTES

3.12.1. Obtencion de cDNA por transcripcion inversa (RT)

La obtenciéon del cDNA se realizé a partir del RNA total de fruto de pimiento obtenido
seglin se explica en el apartado 3.11.1. Se parti6é de 2 ug de RNA total, a los que se les
anadi6 1,6 ug de oligo-dT (de 23 pb). Se incubé a 70°C durante 10 minutos, y
posteriormente se adicionaron los siguientes reactivos: dNTPs 1,5 mM, 0,03 U/ul de
RNasin™ (inhibidor de Rnasas, Finnzymes), tampé6n de la enzima (Tris-HCl 25 mM, pH
8,3, MgCl, 5 mM, KCI 50 mM y DTT 2 mM) y 0,65 U/l de transcriptasa inversa (AMV
Reverse Transcriptase, Finnzymes), en un volumen final de 30 pl. La reaccién se llev6 a
cabo incubando sucesivamente durante 40 minutos a 42°C, 5 minutos a 98°C, y otros 10
minutos a 4°C. La cuantificacién de los cDNAs se realizé espectrofotométricamente como
se indica en el apartado 3.11.2.

Para el estudio de la expresion del gen de la GalLDH mediante PCR cuantitativa a
tiempo real se obtuvieron cDNAs de fruto, hoja, flor y tallo de plantas de pimiento. Para
ello se us¢ la transcriptasa inversa de Invitrogen (SuperScript™ II Reverse Transcriptase).
En este caso se parti6 de 1 pg de RNA, al que se le anadi6, por cada 20 pul de reaccién final,
5 ng/ul de oligo-dT y 0,5 mM de dNTPs (cada uno), completando hasta 12 pl con agua
tratada con DEPC. Posteriormente, se incubé durante 5 minutos a 65°C, colocando
después los tubos en hielo durante 1 minuto. Después de concentrar la muestra en el
fondo del tubo dandole un pulso de centrifugacién maxima de 10 s, se le anadi6 el
tampon de la enzima (50 mM Tris-HCl, pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCly), 10 mM de DTT
y 2 U/ul de RnaseOUT™ (Inhibidor de Rnasas, Invitrogen). Después de resuspender
suavemente se incub6 dicha reaccién a 42°C durante 2 minutos. Pasado este tiempo se

anadi6 la transcriptasa inversa (10 U/pl), volviendo a resuspender para incubar
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sucesivamente a 25°C durante 10 minutos, 42°C durante 50 minutos y 70°C durante 15

minutos para inhibir a la enzima.

3.12.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador PCR Express, de
Hybaid. Se realiz6 a partir de los cDNAs obtenidos por transcripcién inversa, asi como de
los pldsmidos para confirmar la clonacién de los distintos fragmentos. La mezcla de
reaccion fue la siguiente: 25-50 ng de cDNA o de plasmido, dNTPs 0,25 mM, tamp6n de la
enzima, a la concentracién indicada por el fabricante, con MgCl, 1,5 mM, 0,125 U/l de
enzima DNA polimerasa (Ampli Taq Gold®, Roche), y 0,25-0,5 uM de cada cebador, en

un volumen final de 20 pl

3.12.3. Diseno y sintesis de oligonucleétidos para la obtenciéon del cDNA total
de la GalLDH y de cDNA parciales

En el transcurso de esta Tesis se ha abordado la clonacién de distintos cDNAs parciales de
pimiento entre los que se incluyen actina, catalasa, APX, Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SOD,
MDAR, GR, ICDH, G6PDH, 6PGDH, GalDH y el cDNA total de la GalLDH. Para el
aislamiento de cada cDNA en pimiento se identificaron secuencias de plantas con cierto

grado de identidad utilizando el programa BLAST del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Posteriormente se realiz6 un alineamiento entre dichas secuencias, utilizando el programa
OMIGA 2 (Oxford Molecular), para localizar zonas conservadas interespecificas, y disefar
oligonucle6tidos degenerados a partir de esas zonas. Las secuencias alineadas fueron

generalmente las de tomate,

Cebadores Secuencias tabaco y arroz. De las zonas
F-GR1 5-GGTTGTGT(G/ T)CC(C/T)AAAAAGAT-3' conservadas encontradas se
R-GR1 5-ATTTC(G/T)TCATCAAAACCTCT-3 disefaron los oligonucle6tidos

FMDARI | 5-AACGTGTGGTTGTTGGAGGS mostrados en la Tabla 3.3.

R-MDAR1 5-ACGGGAATAGAAGTATGGAAGG-3’

F-G6PDH1 5-ACCATTA(C/T)TGGGAAAGGA-3’

R-G6PDH1 5-TGTCCAAGAACAAC(A/C)TCTTC-3’

F-6PGDH1 5- TGTAGTTATGCTCA(A/G)GGGATG-3’

R-6PGDH1 5- CTCTCATATGT(A/G)TGAGC(C/T)CC-3’

F-ICDH1 5-TGCCCTGATGGGAAGACTATTG-3

R-ICDH1 5-ATGCCCATACATAACCTCCTT-3’

FGIDHL 1 5-GG(C/DATCAACTICTI(C/ TIGACACY Tabla 3.3. Oligonuclestidos disefiados

R-GIDHL1 5-GGAGAAGCA(C/T)T(G/ T)ATCAC(A/ T)ICC-3' p?ra! Iat obtencion de cDNA parciales en
pimiento.
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En el caso de la catalasa, APX, Mn-SOD, Fe-SOD y CuZn-SOD se diseharon
oligonucleé6tidos especificos directamente ya que la secuencia de estos genes de pimiento
estaba ya disponible en dicha base de datos.

Una vez realizadas las amplificaciones especificas de los fragmentos, el analisis por
electroforesis de cada uno de los productos de la PCR mostr6 una tinica banda a partir del
cDNA de fruto rojo de pimiento, la cual se purific6 de los geles de agarosa, se clond y se
secuenci6. Se obtuvieron las secuencias indicadas en el Anexo I, que en la mayoria de los
casos compartian una alta homologia con las correspondientes de algunas Solanaceas
como Nicotiana tabacum y Lycopersicum esculentum. A partir de estas secuencias, se
disefaron parejas de cebadores especificos para pimiento, que fueron los indicados en la
Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Cebadores especificos utilizados en la PCR

semicuantitativa

Cebadores Secuencias
F-CAT 5-GATTTCTTCTCTTTCCTCC-3
R-CAT 5-CGATGTTCCTATTCAATACC-¥
F-APX 5-TGTGCTCCTCTTATGCTCC-3
R-APX 5-CTCAAAACCAGAACGCTCC-3
F-MnSOD 5-CATGCAGCTTCATCACCAGA-3
R-MnSOD 5-ATAACAAGGCGCTTCAGCTC-3
F-FeSOD 5-CATCACAGGACCTATGTCG-¥
R-FeSOD 5-GGTGTTTTCACAACTACAAGC-3’
F-CuZnSOD 5-TGTTAGTGGCACCATCCTCT-3
R-CuZnSOD 5-GGCCGATAATACCACAAGCA-¥
F-GR2 5-TTTGGTTTATGGAGCTGCC-¥
R-GR2 5-CAGTGGGAGTTGCTTTCTG-3
F-MDAR2 5-ATGGAGAGGGTGAAGTCCG-3¥
R-MDAR2 5-GCCTTGACAGCCTGCTCAG-3¥
F-G6PDH2 5-ATTTGTTGGTGCTGCGTT-3%
R-G6PDH2 5-CATTGATTGAAGGACCT-3’
F-6PGDH2 5-TGTAGTTATGCTCAGGGGATG-3
R-6PGDH2 5-CTCTCATATGTGTGAGCCCC-¥
F-ICDH2 5-TTGTGCCAGAAGGATCAGAC-3’
R-ICDH2 5 -CAGATTCCAGCCTCCTCGTA-3
F-ACT 5-ACTCTTAATCAATCCCTCC-3
R-ACT 5-GCACTGTATGACTGACACC-¥
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Con cada uno de estos cebadores se obtuvo una tnica banda a partir de cDNA de
fruto rojo de pimiento, que también se purificé del gel de agarosa, se clond y secuencié
para su comprobacion. Estos cebadores especificos fueron los utilizados para los
posteriores anélisis de expresion mediante PCR semicuantitativa.

Para el aislamiento del cDNA completo de la GalLDH de fruto de pimiento se
disefaron cebadores degenerados a partir del alineamiento de la secuencia de cDNA en
Lycopersicum esculentum, Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana (Fig. 3.6). Mediante PCR
se amplificaron, clonaron y secuenciaron los distintos fragmentos. Los fragmentos
obtenidos se superponian entre si dando lugar a la secuencia incompleta (sin el extremo
5’) de la GalLDH de pimiento. Para el estudio del extremo 5" se emple¢ la técnica RACE

descrita en el apartado 3.13.

F-5GLDHpp F-GLDHppA F-GLDHppB F-GLDHpp F-3GLDHpp
55— ORF F——3
<] | < < |
R-5'GLDHpp R-GLDHpp R-GLDHppA R-GLDHppB R-3GLDHpp
Cebadores Secuencias

F-GLDH PP 5-TTACTCTTCAGAACTTTGC-3

R-GLDH PP 5-GGATTGCATGTCACAACCAC-3

F-GLDH PPA 5-TC(A/G/T)CTTCCAAACGCTCTCT-3'

F-GLDHPPB  5-GCTCAGCTATT(C/T)CG(G/T)TA(C/T)GCTCC-3'

R-GLDHPPA  5-CTCAATCTT(A/C/T)GCCCAATG-3’

R-GLDH PPB 5-CGGTTTGGGTCCAGCTCC-3

F-5GLDHPP  5-CAAAACGACT(A/C/G)CGTTCAA-3

R-5GLDH PP 5-GTAACGGTGTGGAGATC-3’

F-3'GLDH PP 5-ATGGGTTGGAATCATTATG-%

R-3’GLDH PP 5-GC(C/T)GTAAACCAACCAAGA-Y¥

Fig. 3.6. Cebadores disefiados para el aislamiento del cDNA de GalLDH a partir del alineamiento entre las
secuencias de cDNA de Lycopersicum esculentum, Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana. ORF, Open
Reading Fragment

3.12.4. Purificacién de fragmentos de cDNA vy ligacion en vectores de clonacion
Los fragmentos de cDNA se purificaron a partir de geles de agarosa. Para recuperar los
fragmentos de cDNA de los geles se utiliz6 el método comercial “GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit” de Amersham Biosciences, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Las bandas del gel extraidas se solubilizaron a 60°C durante 10 minutos con un
agente caotrépico que desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y provoca la uniéon

del DNA a una matriz de fibra de vidrio. Esta mezcla se cargé en una columna
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proporcionada por el kit y, tras una breve centrifugaciéon se anadié una solucién de
lavado que contienia tampén Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1mM y etanol 80% (v/v)
para arrastrar las proteinas y las sales contaminantes mediante otra breve centrifugacion.
El proceso se completaba con un ultimo paso de elucién del correspondiente DNA con
agua.

Después de la purificacién de los fragmentos de DNA, éstos se clonaron en el
vector pGEM®-T Easy, de Promega, usando el siguiente protocolo: 50 ng del plésmido, 3
U de la enzima T4 DNA ligasa y la cantidad que indica el protocolo de la enzima, en un
volumen final de 10 pl de mezcla de reacciéon, e incubandose a temperatura ambiente
durante 1 h. La cantidad de fragmento de DNA usado para la ligaciéon se determiné segtin

la siguiente férmula:

ng de vector - tamafio del inserto (Kb)

X razén molar inserto : vector = ng inserto
tamafio del vector (Kb)

utilizando una proporcién molar inserto:vector comprendida entre 3:1 y 1:3.

3.12.5. Preparacion de células competentes de Escherichia coli

El método utilizado fue el descrito por Hanahan (1983). Se cultivaron bacterias E. coli
DHb5a en 5 ml de medio LB [Luria-Bernati: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5%
(p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,0] a 37°C durante 12-15 h. Se adicionaron 4 ml de este cultivo
a 100 ml de medio LB suplementado con MgSOs 10 mM. Se incubé a 37°C hasta que el
cultivo alcanzé una DOsw de 0,4-0,6 (fase logaritmica), y entonces se detuvo el crecimiento
del cultivo colocdndolo en hielo durante 15 min. Las bacterias se recuperaron por
centrifugacion a 4.300 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desech¢ y el precipitado
se resuspendi6é en 32 ml de una solucién compuesta por RbCl 100 mM, MnCl, 50 mM,
CaCl> 10,2 mM, acetato potésico 30 mM vy glicerol 12% (v/v), pH 5,8, preenfriada a 4°C,
incubandose en hielo durante 15 min. Se volvi6 a centrifugar a 4.300 g durante 10 min a
4°C, y el precipitado se resuspendi6 en otra solucién compuesta por CAPS 100 mM, RbCl
10 mM, CaCl, 75 mM y glicerol 12% (v/v), pH 6,8, preenfriada también a 4°C. Se hicieron

alicuotas de las bacterias y se guardaron a -80°C.

3.12.6. Transformacion de bacterias competentes

Se us6 el método descrito por Lucotte & Baneyx (1993). Las bacterias E. coli DHba,
mantenidas a -80°C, se descongelaron en hielo, tras lo cual se anadieron 50-100 ng de los
plasmidos de interés, y se mantuvieron durante 30 min en hielo. Posteriormente, se
calentaron a 42°C durante 90 s, colocdndose de nuevo en hielo durante 5 min. A esta
mezcla se le adicionaron 1 ml de medio LB (dil. 1:5) y se incub¢ a 37°C durante 1 h, con
agitacion. La suspension de bacterias se sembré en placas de Petri conteniendo un medio
comercial (S-GAL™/LB Agar Blend, Sigma) compuesto por LB (dil. 1:5), agar 1,2% (p/v),
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S-Gal™ (3,4-ciclohexenoesculetina-B-D-galactopiranésido) 0,03% (p/v), citrato de amonio
férrico 0,05% (p/v) e IPTG (1l-isopropil-B-D-1-tiogalctopiranésido) 0,003% (p/v),

suplementando con 50 pg/ml de ampicilina, y se incubaron durante toda la noche a 37°C.

3.12.7. Aislamiento de plasmidos recombinantes

Se seleccionaron las colonias individuales crecidas en las placas a partir de las cuales se
iniciaron cultivos en 3 ml de LB (dil. 1:5) con ampicilina (100 pg/ml), que se incubaron a
37°C en un agitador orbital a 190 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron una DOe de 0,6
(12-16 h), se centrifugaron a 10.000 g durante 5 min para precipitar las bacterias, y se
procedié a la extracciéon del DNA plasmidico utilizando el método comercial “Wizard
Plus SV Miniprep” de Promega (Fig. 3.7).

Todas las operaciones fueron realizadas a temperatura ambiente. Las bacterias se
resuspendieron en 250 pl de tampén Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, Rnasa A 100
pg/ml. Después, se les anadi6 250 ul de solucién de lisis [NaOH 0,2 My SDS 1% (p/ V)] y
se incubaron durante 1-5 min. Seguidamente, se le afiadié 10 pl de una solucién de
proteasas, incubandose durante 5 min, tras los cuales, se le anadi6 350 pl de solucién de
neutralizacién (acetato potésico 0,759 M, guanidina-HC1 4,09 M y &cido acético glacial 2,12
M, pH 4,2). Esta mezcla se centrifugé a 14.000 g durante 10 min, y el sobrenadante se pas6
por la columna especificada en el método comercial, de forma que el DNA qued6 fijado a
la resina de la misma. Se centrifugé a 14.000 g durante 1 min, y posteriormente se le
anadieron 750 pl de una solucién de lavado [acetato potasico 60 mM, Tris-HCI 10 mM, pH
7,5, etanol 60% (v/v)], volviéndose de nuevo a centrifugar a 14.000 g durante 1 min. Se
volvié a lavar de nuevo la columna con 250 pl de solucién de lavado, y se centrifugé
durante 2 min en las mismas condiciones anteriores. Finalmente, el DNA se eluy6 de la

columna anadiendo 100 pl de agua a la misma y centrifugando a 14.000 g durante 1 min.

Cultivo

¢-I: Centrifugar

Eliminar medio de cultivo
Resuspender las células
Romper las células
Neutralizar

Limpiar el lisado por centrifugacién

Insertar el lisado a la columna
para unir el DNA

Lavar y centrifugar

=1==
eI:
Fig. 3.7. Aislamiento de DNA plasmidico
Elucién del DNA a partir de cultivos bacterianos
plasmidico (“Wizard Plus SV Miniprep” de
Promega)

72



Material y Métodos

3.13. OBTENCION DEL EXTREMO 5’ DE LA GalLDH MEDIANTE RACE
(Rapid Amplification C End)

Para abordar el estudio del extremo 5 del gen de la GalLDH de fruto de pimiento se ha
utilizado el kit “BD SMART™ RACE cDNA Amplification” de BD Bioscience. Este
protocolo se centra en la utilizacién combinada del oligonucle6tido BD SMART II™ A y la
transcriptasa inversa (RT) PowerScript™, la cual presenta una actividad transferasa
terminal que afiade de 3-5 residuos de dC al extremo 3" de la primera copia de cDNA (Fig.
3.8). A su vez la zona terminal del Oligo BD SMART contiene residuos de dG que se
alinean especificamente con los de dC de la primera hebra de cDNA copiada por la RT a
partir de un oligo-dT, dando lugar asi a una doble hebra de cDNA, copia del RNA
original que ademas contiene una secuencia BD SMART adicional. Esta secuencia BD
SMART adicional es complementaria al oligonucleétido UPM (Universal Primer A Mix)
que también es proporcionado por dicho kit.

Se aisl6 el RNA de fruto rojo de la variedad Vergasa mediante el método descrito
en el apartado 3.11.1. Primero se realiz6 la RT-RACE (Fig. 3.8) para obtener el cDNA con
el fragmento 5" BD SMART, descrito anteriormente. Siguiendo el protocolo proporcionado
por la casa comercial, y para un volumen final de reaccién de 10 pl, se anadieron 0,7 ug de
RNA, 1,2 pM del cebador 5-CDS (poliT modificado), 1,2 pM del oligonucleétido BD
SMART II™A, y se complet6 con agua tratada con DEPC. Tras resuspender
adecuadamente, incubamos la mezcla a 70°C durante 2 minutos. Posteriormente, se
incub6 a 4°C durante 2 min y se complet6 la mezcla de reaccion (10 pl) con tampoén “First
Strand”, DTT 2mM, dNTPs ImM (cada uno) y 1 pl de “BD PowerScript™ Reverse
Transcriptase”. La mezcla se incubd durante 90 min a 42°C en un termociclador PCR
Express, de Hybaid. Finalmente, se le anadi6 100 pl de tampén Tricina-EDTA al producto
de RT-RACE y se incub6 a 72°C durante 7 min.

Para la posterior clonacién de la copia de cDNA del extremo 5" del gen de la
GalLDH se llevé a cabo la PCR-RACE en un volumen final de reacciéon de 50 ul que
contenia: tampoén para PCR “BD Advantage 2” y “BD Advantage 2 Polymerase Mix” a la
concentracién indicada por el fabricante, ANTP 0,2 mM (cada uno), 2,5 pl del producto de
RT-RACE convenientemente diluido, el oligonucleétido UPM y 0,4 pM del cebador
especifico del gen (GSP1) disenado en forma de antisentido (Q-R-GLDHpp1). Después el
producto de dicha PCR se someti6 a electroforesis en agarosa, dando lugar a una tnica

banda que se purificé del gel, se cloné y secuencio.
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Fig. 3.8. RT-PCR para la obtencion de copias de cDNA del extremo 5’ de la GalLDH a partir del Kit “BD SMART™

RACE cDNA Amplification” de BD Biosciences.
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3.14. PCR SEMICUANTITATIVA

Para el estudio de la expresién de los genes de las enzimas catalasa, APX, GR, MDAR,
G6PDH, 6PGDH, NADP-ICDH, Fe-SOD, Mn-SOD, CuZn-SOD y GalLDH de frutos de
distintas variedades de pimiento, se utiliz6 la técnica de PCR semicuantitativa (Marone et
al.,, 2001). Esta técnica permite comparar la cantidad de un mRNA determinado entre
muestras distintas, ya que si la reacciéon de PCR se detiene en aquella zona en la que la
cantidad de DNA amplificado atn se encuentra en zona exponencial, la intensidad de las
bandas amplificadas es proporcional a la cantidad inicial del cDNA en la muestra.
Ademés es imprescindible el uso de un gen control (en nuestro caso hemos utilizado la
actina), cuya expresiéon sea constitutiva y, por tanto, no varie entre las distintas
situaciones. Esto permite normalizar la intensidad de las bandas con respecto a este
control interno, y minimizar de esta forma el error experimental.

Una vez obtenidos los cDNA de los distintos frutos, se midié su concentracién y se
hicieron diluciones de los mismos de forma que en todos ellos se dispusiera de la misma
concentracién inicial de cDNA total. Se puso a punto el nimero de ciclos en los cuales la
cantidad de DNA amplificado por la polimerasa se encontrase en fase exponencial, que
fueron los que se indican en la Fig. 1 del Anexo II. Para asegurarnos que todos los tubos
de reaccién contenian la misma cantidad de reactivos, y asi partir de las mismas
condiciones en cada uno de ellos, el procedimiento experimental fue el siguiente: a) se
realiz6 una mezcla que contenia todos los reactivos menos los cONA y los cebadores. De
esta forma nos aseguramos de que en todos los tubos se partia de la misma cantidad de
enzima; b) seguidamente, esta mezcla se repartié en los volamenes necesarios para dos
reacciones de PCR, y a cada tubo se le anadieron 60 ng del correspondiente cDNA,
distribuyéndose este volumen, a su vez, en otros dos tubos. Asi se aseguraba que en cada
tubo tuviésemos la misma cantidad de cDNA; y ¢) una vez repartidos, a cada tubo se le
anadieron sus cebadores correspondientes, bien los del gen control (actina) o bien los del
gen problema.

Las reacciones se llevaron a cabo de la siguiente forma: 30 ng de cDNA, dNTPs
0,25 mM, tampén de la enzima con MgCl 2,5 mM, 0,5 U de enzima polimerasa
(HotMaster Tag™ DNA Polymerase, Eppendorf) y de 0,5 uM de cada cebador, en un
volumen final de reaccién de 20 pl. El programa de PCR utilizado se detalla en la Tabla
3.5. Los tubos sometidos a un nimero menor de ciclos se retiraron durante la etapa
namero tres del programa de PCR. En aquellos casos donde el ntimero de ciclos era
idéntico en ambas reacciones se omiti6 la etapa 3 de dicho programa y se sacaron todos
los tubos al mismo tiempo, al finalizar la reaccién. Los fragmentos obtenidos de cada PCR
se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0,8-1% (p/v) en tampén TBE.

Los cebadores usados en este caso son los mismos que se indican en la Tabla 3.4.
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1) 95°C, 10 min
2) 95°C, 30 seg
55°C, 30 seg > x 28
72°C, 45 seg
3) 4°C, 2 min
4) 94°C, 20 seg
55°C,20seg ¢ X 4
72°C, 45 seg J
5) 72°C, 10 min

Tabla.3.5. Programa utilizado en el analisis por PCR semicuantitativa de la expresion de algunos genes de
enzimas de frutos de pimiento de distintas variedades y estados de maduracion. El nimero de ciclos y la
temperatura de hibridacion es variable segun la pareja de cebadores utilizados, tal y como se indica en la Fig. 1 del
Anexo II.

3.15. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

La transcripcion inversa, combinada con la técnica de PCR es el método maés sensible para
la deteccion de un mRNA especifico (Wang y Brown, 1999). La técnica de “PCR
cuantitativa a tiempo real” (QRT-PCR) es un poderoso avance dentro de la metodologia
basica de PCR. Con ella, mediante la utilizacién de estrategias apropiadas para la
deteccion de fluorescencia, es posible cuantificar la cantidad inicial de acidos nucleicos en
una muestra. Esta cuantificaciéon se consigue a partir del valor del incremento de
fluorescencia durante la fase exponencial de la PCR, obtenido de medidas realizadas en
cada ciclo de amplificacion.

La cuantificacién basada en medidas a tiempo final son inexactas debido a que los
valores, a dicho tiempo, pueden verse fuertemente influenciados por la limitacién de los
reactivos, pequenas diferencias en los componentes de la reaccién o por las condiciones de
los ciclos. En cambio, el nimero de copias inicial de &cidos nucleicos puede ser
cuantificado durante la PCR a tiempo real basandose en el ciclo umbral (threshold cycle,
Ct), que se define como el ntmero de ciclos al cual la fluorescencia se incrementa de
forma estadisticamente significativa sobre el ruido de fondo. Este valor de Ct es
inversamente significativo sobre el ruido de fondo, y es inversamente proporcional al
logaritmo del ntmero de copias iniciales. Por tanto, a menor valor de Ct, mayor es la
cantidad de moléculas iniciales. Las medidas de fluorescencia se realizan a lo largo de la
fase exponencial de la amplificacién, cuando la eficiencia de la PCR no se ha visto
afectada atan por la limitaciéon de los reactivos.

En nuestro caso, el andlisis de los niveles de expresiéon del gen que codifica para la
enzima GalLDH se realiz6 mediante la técnica de PCR a tiempo real.

Se aisl6 el RNA de frutos maduros (rojos o amarillos) e inmaduros (verdes), hojas,

flores y tallos de plantas de pimiento de las variedades Vergasa y Biela. El RNA fue
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convertido en cDNA mediante transcripcién inversa como se indica en el apartado 3.12.1.
y cuantificado mediante PCR a tiempo real, utilizando cebadores especificos para el gen

de control interno actina y para el gen problema GalLDH.

3.15.1. Cebadores usados

Se disenaron parejas de cebadores para amplificar secuencias especificas (de 100-200 pb)
de los genes de pimiento que codifican para las enzimas GalLDH y actina, siendo este
altimo el patrén interno (constitutivo) de cara a cuantificar la expresiéon de los genes

investigados (Tabla 3.6.).

Tabla 3.6. Cebadores utilizados en la PCR cuantitativa a tiempo real

Cebadores Secuencias

Q-F-GLDH1P | 5-GTTACTGTACAAGCTGGGATTCGGGTTC-¥

Q-R-GLDH1P | 5-GGTAACCAGTTTCATGCTTATGACTTGCTC-3’
Q-F-Act1PP 5-CAAACAGGTTTTAAAAGATGGCAGATGAAG-3’

Q-R-Actl1PP 5-TCCTTTTGACCCATCCCTACCATAACAC-¥

3.15.2. Optimizacion de la PCR a tiempo real

El protocolo de la PCR fue optimizado para que todas las parejas de cebadores pudieran
ser ensayadas en paralelo a la misma temperatura de hibridacién. De este modo se
pretendia evaluar al mismo tiempo la abundancia relativa de cada transcrito en las
diferentes muestras. Tras realizar distintas pruebas, con diferentes temperaturas de
hibridacién (48-68°C) y realizando la PCR en tres pasos (hibridacién y polimerizacién a
distintas temperaturas), se encontr6 que el protocolo 6ptimo para realizar la PCR consistia
en una temperatura de hibridaciéon de 67,2°C y una de polimerizacién de 72°C.

A la temperatura seleccionada (67,2°C), se determiné empiricamente la eficiencia
de la amplificacion (E), para cada pareja de cebadores, de acuerdo con la ecuacién que se
indica en la Fig. 3.9. (Liu y Saint, 2002), donde Rna y Rnp corresponden a la unidad de
fluorescencia relativa (RFU) a dos umbrales A y B arbitrarios, fijados en la parte
exponencial de una curva de amplificacién determinada, y Cta y Ctg corresponden a los

ciclos umbrales arbitrarios A y B, respectivamente.
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Fig. 3.9. Calculo de la eficiencia de la amplificacion (E) para la curva de PCR. La unidad de fluorescencia relativa
(RFU) es determinada a dos umbrales arbitrarios (A y B) dentro de la fase exponencial de la curva de amplificacion. E se
calculé de acuerdo con la ecuacion [1].

3.15.3. Protocolo

La PCR a tiempo real se realiz6 en placas de 96 pocillos en un termociclador iCycler (Bio-
Rad). La mezcla de reaccién, en un volumen final de 25 pl, consisti6 en tampén de
reaccion [Tris-HCI 20 mM, pH 8,4 y KC1 50 mM], MgCl, 1,5 mM, cebadores 200 nM (cada
uno), 1U de DNA polimerasa (Platinum® Taq DNA Polimerase, Invitrogen), dNTPs
(1:1:1:1) 0,2 mM (cada uno), 2,5 pl de SYBR Green I (Molecular Probes), diluido 10.000
veces (18 ul de DMSO, 1 pl de fluoresceina, 1pl de SyBrGreen en 10 ml de agua), y 1 pl de
cDNA. La mezcla de reaccién se homogeneiz6 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 reaccién de la PCR. Todo el
proceso se llevé a cabo a 4°C. También se incluyé un control negativo de la PCR (sin
cDNA). El programa de PCR consisti6é en 1 ciclo de 3 minutos a 95°C y de 40 ciclos de 30 s
de desnaturalizacién a 95°C y 30 s de hibridacién a 67,2°C, y 40 s de extensién a 72°C,
siendo esta dltima etapa de 72°C en la que se midi6 la fluorescencia. Ademads, 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,.
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3.15.4. Analisis de los datos
Los valores de Ct para los distintos genes se obtuvieron utilizando el programa iCycler 1Q

version 3.0a (Bio-Rad).

a) Analisis de la expresion de los genes constitutivos mediante el método 2-Ct

Con el objeto de determinar el efecto del tratamiento experimental en la expresién
del gen control interno seleccionado (actina), los valores de Ct, fueron analizados
mediante el método de 2-“Ct (Livak y Schmittgen, 2001). Dicho método se puede aplicar
para verificar que la expresién del gen constitutivo no se ve afectada por el tratamiento
experimental, siempre que la eficiencia de la reacciéon de amplificaciéon (E) esté préxima a
1. En este caso,

ACt = Ctpr — Ctem

donde Ctpr y Ctpm corresponden a los valores de Ct del gen control interno en las
muestras de pimiento verde (inmaduro) y pimiento rojo o amarillo (maduro),

respectivamente.

b) Anailisis de la expresion génica relativa mediante el método de 2"t

El andlisis de la expresién relativa del gen problema GalLDH se realiz6é mediante el
método de 2 -**Ct (Livak y Schmittgen, 2001). Los datos fueron representados como el
cambio producido en la expresién génica en los frutos maduros (rojos o amarillos),
normalizado frente a un gen control interno (constitutivo) y relativo a los de frutos verdes.

Los valores de expresién relativa fueron calculados de acuerdo con la siguiente ecuacion:
ACt = (Ct genproblema — Ct gen constitutivo ) pr— (Ct gen problema — Ct gen constitutivo ) pu

Esta formula se puede aplicar siempre que las eficiencias de la amplificacién del
gen problema y del gen constitutivo sean aproximadamente iguales entre si y préximas a
1.

3.16. MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.16.1. Ultraestructura de frutos de pimiento

Se realizaron cortes de frutos de pimiento de aproximadamente 1 mm?, que se fijaron en
una solucién de glutaraldehido al 3% (v/v) y p-formaldehido al 4% (p/v) preparados en
tampon fosfato potéasico 100 mM, pH 7,2, durante 3 h a temperatura ambiente y en
agitacion. Los cortes se lavaron 3 veces en el tampoén fosfato potésico. A continuacién los
cortes se deshidrataron por incubaciones sucesivas con etanol (30, 50, 70, y 100%; v/v), en
intervalos de 20 min. Las muestras se mantuvieron a -20°C a partir de la etapa del

70% de etanol. Después de la deshidratacion, los cortes se infiltraron gradualmente en

79



resina LR White (LRW) preparada en series de etanol (25-100%; v/v) en intervalos de 4 h
e infiltracion final de 12 h. La polimerizacién se realizé a -20°C con luz ultravioleta. Previo
a la deshidratacién con etanol las muestras se incubaron con ferricianuro al 1% (p/v) y

OsOsal 1% (p/v) durante 2,5 h lavdndose posteriormente 3 veces con agua.

3.16.2. Peroxisomas purificados

Para comprobar el grado de pureza de la fraccién de peroxisomas purificada mediante
centrifugacion en gradientes de sacarosa se llevé a cabo una observacién al microscopio
electrénico de los orgénulos purificados.

Se utilizé basicamente el método de Sautter et al. (1981). Los organulos se extrajeron
del gradiente mediante puncién y succién suave con una jeringa, tal como se indicé en el
apartado 3.5. La fijacion de las fracciones del gradiente que contenian los organulos se
realizé en un bafno de hielo durante 30 min con una solucién (relaciéon 1:1) compuesta de
formaldehido al 2% (v/v), glutaraldehido al 2,5% (v/v) y sacarosa al 54,7% (p/v), en
tampon fosfato potasico 50mM, pH 7,6.

Tras la fijacion, la concentracion de sacarosa se redujo a la mitad por dilucién (1:1)
de la mezcla anterior en el mismo medio sin sacarosa y se centrifugé a 12.000 g en un
rotor S5-34 (Sorvall) durante 15 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 1 ml de
tampon fosfato potasico 50 mM, pH 7,6 con glutaraldehido al 2,5% (v/v) y se incub¢ de
nuevo en bafo con hielo durante 30 min. Dicha suspensién se centrifugé a 20.000 g en un
rotor S5-34 durante 12 min, y el precipitado se lavé de nuevo con el mismo tampon,
volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones. El precipitado final se incluyé en
agar al 2% (p/v) y, una vez fraccionado, se lav6 con tampoén fosfato potasico 50 mM, pH
7,6, durante 30 min (3 x 10 min), seguido de una posfijacién en OsOy al 1% (p/Vv) en
cacodilato-Na 0,15 M, pH 7,3 durante 1 hora a 0-4°C.

Después de 2 horas de lavado (4 x 30 min), las muestras se deshidrataron en series
sucesivas de etanol (30- 100%, v/v; 20 min en cada etapa), y se incluyeron en resina. La
inclusién se realizé en Epon, en capsulas de gelatina, y la polimerizacién se efectué en
estufa a 60°C durante 24 h. Las secciones se cortaron con un ultramicrotomo Reichert-Jung
Ultracut E y se tifieron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su posterior

observaciéon en un microscopio electrénico Zeiss EM 10C.
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Resultados

4.1. EFECTO DEL 2,4-D EN EL METABOLISMO OXIDATIVO DE HOJAS DE
PIMIENTO

Este trabajo de investigacion se llevé a cabo en conexién con otro previo en el que se
emplearon concentraciones altas de cadmio (Ledn et al., 2002), con el fin de investigar el
metabolismo de especies de oxigeno reactivo (ROS) en condiciones de estrés abidtico en
plantas de pimiento. Ambos trabajos formaban parte del mismo proyecto de
investigacion.

Se estudid el efecto del 2,4-D sobre enzimas relacionadas con el metabolismo
oxidativo en hojas de dos variedades de pimiento. Las plantas de pimiento de las
variedades Abdera y Herminio se cultivaron en ausencia (control) y en presencia de 2,4-D
y las hojas se analizaron a los 1, 7 y 14 dias. Dichas plantas fueron cultivadas en medios
hidropénicos y su tratamiento se llevé a cabo por via foliar con una concentracién 22,6
mM de 2,4-D. Estas condiciones se establecieron en base a estudios previos llevados a
cabo en nuestro laboratorio en los que se trataron plantas de guisante con distintas

concentraciones de 2,4-D y distintos periodos de incubacién tras el tratamiento.

4.1.1. Crecimiento y concentracion de proteinas

Las plantas de pimiento de ambas variedades sometidas a tratamiento con 2,4-D por via
foliar presentaban un desarrollo vegetativo menor que las plantas control y el namero de
hojas se redujo drasticamente después de dos semanas de tratamiento (14 dias). Ademas
las hojas mostraban irregularidades en su estructura como pequefios abombamientos en

el limbo y rizamientos en el borde de las hojas. Estas presentaban clorosis difusa y

aparecian frecuentemente enrolladas
sobre si mismas. El aspecto general de los Variedad Abdera
tallos de las plantas tratadas fue de tallos
retorcidos, huecos y quebradizos (Fig.
4.1). No se apreciaron grandes diferencias
visuales entre las dos variedades como

consecuencia del tratamiento.

Fig. 4.1. Efecto del 2,4-D en dos variedades de
pimiento cultivadas en invernadero. Las plantas de
las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en
ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM.
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Se llevé a cabo el analisis de la concentracién de proteinas en los extractos crudos
de hojas de plantas de pimiento controles y tratadas con 2,4-D después de 1, 7 y 14 dias
del tratamiento, de las variedades Abdera y Herminio (Fig. 4.2A). En la variedad Abdera
se observé que la concentracién proteica disminufa significativamente (p<0,005) en
plantas tratadas respecto a plantas controles después de los 14 dias del tratamiento. La
concentracion de proteinas no variaba significativamente entre las plantas controles de 1,
7 y 14 dias. Por el contrario, en las plantas tratadas de dicha variedad el contenido
proteico disminuia significativamente (p<0,005) el dia 14 del tratamiento respecto a los
dias 1y 7. En la variedad Herminio, la concentracién de proteinas era significativamente
mayor (p<0,01) en las plantas control que en las plantas tratadas durante 7 dias. Por otro
lado, las plantas tratadas experimentaban una disminucién (p<0,0025) del contenido
proteico a partir del séptimo dia del tratamiento.

También se analiz6 el perfil cualitativo de proteinas de dichas muestras mediante
la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(EGPA-SDS) y tincién con plata (Fig. 4.2B). En la variedad Abdera, se increment6 la
intensidad de un péptido de unos 130 kDa en plantas tratadas después de 14 dias respecto
a las plantas controles. En la variedad Herminio, se detect6 un aumento en la

concentracion de dos péptidos de 44 y 60 kDa tras el tratamiento con 2,4-D.
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4.1.2. Enzimas de la fotorrespiracion

Con el fin de estudiar el posible efecto del 2,4-D sobre el metabolismo peroxisomal de las
hojas, se llevé a cabo el estudio de la actividad de las enzimas glicolato oxidasa (GOX) e
hidroxipiruvato reductasa (HPR) (Fig. 4.3). En la variedad Abdera, la actividad GOX era
significativamente mayor (p<0,05) en plantas tratadas de 1 y 14 dias de tratamiento
respecto a las controles. En general, ni las plantas controles ni las tratadas presentaban
variaciones significativas entre si en la actividad GOX a lo largo del tiempo. En la
variedad Herminio, la actividad GOX descendi6 significativamente (p<0,05) en las plantas
tratadas con 2,4-D a partir del séptimo dia del tratamiento.

En la variedad Abdera, la actividad HPR era superior (p<0,025) en plantas tratadas
con 2,4-D que en plantas controles al primer dia de tratamiento. A su vez, la actividad
HPR no experiment6 variaciones significativas en las plantas controles y tratadas con 2,4-
D a lo largo del tiempo de tratamiento. En la variedad Herminio, la actividad HPR era

mayor (p<0,05) en plantas controles respecto a las tratadas sobre todo tras el tratamiento.
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Fig. 4.3. Efecto del 2,4-D sobre la actividad glicolato oxidasa (GOX) e hidroxipiruvato reductasa (HPR) de hojas
de dos variedades de pimiento. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en
ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias. Los valores indicados son la media de 3
experimentos + el error estandard de la media (ESM). El asterisco indica los tratamientos que son significativamente
diferentes con respecto a las plantas control para el dia de tratamiento indicado.
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4.1.3. Enzimas relacionadas con el metabolismo oxidativo

Para estudiar el metabolismo oxidativo en condiciones de estrés abi6tico provocado por
2,4-D en plantas de pimiento, se llev6 a cabo el analisis de la actividad de las enzimas:
catalasa, guayacol peroxidasa, xantina oxidasa, superéxido dismutasa, glutation reductasa
y glutation S-transferasa. Para ello se utilizaron extractos crudos de hojas de las dos
variedades de pimiento. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se

cultivaron en ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias.

4.1.3.1. Catalasa (CAT)

En la variedad Abdera, la actividad catalasa (CAT) (Fig. 4.4) no experimenté cambios
significativos por el tratamiento con 2,4-D tras los 14 dias del experimento, aunque si se
observé una disminucién de dicha actividad en ambos tipos de plantas después de la
primera semana de cultivo. En la variedad Herminio, no se observaron cambios
significativos de actividad CAT entre las plantas de pimiento control y tratadas con 2,4-D,

en ninguno de los tiempos analizados.

4.1.3.2. Guayacol peroxidasa (GPX)

Se midi6 la actividad guayacol peroxidasa (GPX) (Fig. 4.4) en las mismas muestras y se
observé que en la variedad Abdera dicha actividad era mayor (p<0,005) en plantas
tratadas con 2,4-D que en las plantas controles de 1 y 14 dias de tratamiento. Ademaés, en
las plantas tratadas con 2,4-D de la variedad Abdera se detecté un aumento (p<0,025) de
la actividad GPX en el dia 14 del tratamiento respecto a los dias 1 y 7. En la variedad
Herminio, la actividad GPX se incrementaba significativamente (p<0,05) en las plantas
controles a partir del dia 14 del tratamiento con 2,4-D respecto a las de los dias 1y 7. Por
otro lado, las plantas de la variedad Herminio tratadas con 2,4-D experimentaron un
aumento (p<0,05) de la actividad GPX durante los dias 7 y 14 del tratamiento respecto a
las plantas de 1 dia. La comparacién entre plantas control y tratadas arrojaba
comportamientos dispares: el 2,4-D provocaba una mayor actividad GPX a la primera
semana mientras que a los 14 dias el comportamiento era opuesto, con actividades

menores que en plantas control.

4.1.3.3. Xantina oxidasa (XOD)

En Abdera, la actividad xantina oxidasa (XOD) (Fig. 44) no mostré variaciones
significativas entre las plantas controles y tratadas con 2,4-D. En la variedad Herminio, la
actividad XOD fue menor (p<0,05) en las plantas de pimiento tratadas con 2,4-D que en
las controles tras 1 dia de tratamiento y fue mayor (p<0,025) en las plantas tratadas
respecto a las controles en el séptimo dia del tratamiento con dicho herbicida. Entre las
plantas controles de la variedad Herminio, se observé un descenso de la actividad XOD a

partir del séptimo dia.
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Fig. 4.4. Efecto del tratamiento con 2,4-D sobre la actividad catalasa (CAT), guayacol peroxidasa (GPX) y xantina
oxidasa (XOD) de hojas de dos variedades de pimiento. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio
se cultivaron en ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias. Los valores indicados son la
media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM). El asterisco indica los tratamientos que son
significativamente diferentes con respecto a las plantas control para el dia de tratamiento indicado.
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4.1.3.4. Superoxido dismutasa (SOD)

Mediante el anélisis espectrofotométrico, se observé que la actividad SOD total (Fig. 4.5A)
en la variedad Abdera, aumenté significativamente (p<0,05) en plantas tratadas con 2,4-D
respecto a las plantas controles durante los 1, 7 y 14 dias del experimento; dicho
comportamiento fue especialmente notorio tras las dos semanas, puesto que las plantas
tratadas mostraban el doble de actividad que las control. En la variedad Herminio, la
actividad SOD total experiment6 una subida (p<0,05) en las plantas tratadas con 2,4-D
respecto a las controles, durante el séptimo dia de tratamiento. Entre las plantas controles
de la variedad Herminio se observé un aumento (p<0,05) de la actividad SOD tras 14 dias
de cultivo respecto a las plantas de 1 y 7 dias. El estudio de la actividad SOD
isoenzimética se llev6 a cabo mediante la técnica de EGPA-nativa (Fig. 4.5B). Se

identificaron 4 isoformas que por su sensibilidad a inhibidores especificos se
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correspondian con una Mn-SOD, una Fe-SOD y dos CuZn-SODs, designadas | y II segtin
su creciente movilidad en el gel. Por otro lado, se observé un aumento en la actividad Mn-
SOD y Fe-SOD de las plantas de pimiento tratadas con 2,4-D respecto a las plantas
controles, en las dos variedades estudiadas. También, se detect6 un aumento en la
actividad de las CuZn-SODs I y II de las plantas de las variedades Abdera y Herminio
tratadas con 2,4-D de 1 dia respecto a las plantas controles y las tratadas de 7 y 14 dias. Se
analiz6 la expresion proteica de las CuZn-SODs y la Mn-SOD mediante la técnica de
inmunotransferencia (Fig. 4.5C) con anticuerpos especificos frente a la CuZn-SOD de
cotiledones de sandia y la Mn-SOD de hojas de guisante. Asi, se observé que en la
variedad Abdera el contenido de CuZn-SOD aumentaba en plantas de pimiento tratadas
de 1 dia respecto a las controles y tratadas de 14 dias, de manera similar a lo observado
mediante EGPA-nativa y tincién especifica de actividad. Mediante esta técnica no se

observaron variaciones significativas en el contenido proteico de Mn-SOD de las muestras

analizadas.
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4.1.3.,5. Glutation reductasa (GR)

Se midi¢ la actividad glutation reductasa (GR) en plantas de pimiento de dos variedades,
Abdera y Herminio, control y tratadas con 2,4-D de 1, 7 y 14 dias (Fig. 4.6). En la variedad
Abdera, la actividad GR fue siempre mayor (p<0,005) en las plantas tratadas con 2,4-D
que en las controles, durante 1, 7 y 14 dias de tratamiento. A su vez, la actividad GR de las
plantas controles de 1, 7 y 14 dias no sufrieron variaciones significativas entre si, al igual
que ocurri6 entre las plantas tratadas. En la variedad Herminio se produjo una
disminucién (p<0,05) de la actividad GR en plantas tratadas respecto a plantas controles
de 14 dias de tratamiento, mientras que en las de 1 y 7 dias las variaciones no fueron
significativas. En las plantas controles de 7 dias de dicha variedad, se observé una menor
actividad GR (p<0,05) respecto a las plantas de 1 y 14 dias. En las plantas tratadas con 2,4-
D de la variedad Herminio se detecté una disminucién (p<0,05) de la actividad GR tras la

primera semana.

4.1.3.6. Glutation S-transferasa (GST)

También se estudi6 la actividad glutation S-transferasa (GST), enzima implicada en la
eliminacion de xenobi6ticos, en las plantas descritas anteriormente (Fig. 4.6). En la
variedad Abdera, la actividad GST aument6 (p<0,005) en las plantas de pimiento tratadas
con 2,4-D respecto a las controles de 7 y 14 dias, siendo estas diferencias méas notables a
medida que transcurrian los dias desde el tratamiento con el herbicida. En la variedad
Herminio, la actividad GST no experimenté variaciones significativas en plantas tratadas
con 2,4-D respecto a plantas controles a lo largo del experimento. A su vez, en las plantas
controles de esta misma variedad, se observé un descenso (p<0,005) de la actividad GST

en las plantas de 7 dias respecto a las de 1
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4.1.4. Deshidrogenasas productoras de NADPH. NADPH total

Se analizaron las actividades enzimaéticas de las deshidrogenasas productoras de NADPH
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH),
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y enzima maélico (EM) en hojas de dos variedades de
pimiento. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en

ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias (Fig. 4.7A).

4.1.4.1. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

En la variedad Abdera, la actividad G6PDH se increment6 significativamente (p<0,025) en
plantas tratadas con 2,4-D respecto a plantas controles de 14 dias. La actividad G6PDH no
experiment6 variaciones significativas entre las plantas controles a lo largo del tiempo,
mientras que entre las plantas tratadas se detecté6 un incremento en dicha actividad a
partir del séptimo dia de tratamiento. En la variedad Herminio, las plantas de 1, 7 y 14
dias tratadas con 2,4-D presentaron una actividad G6PDH significativamente mayor
(p<0,005) que las plantas controles. A su vez, las plantas controles de 1, 7 y 14 dias no
mostraron cambios significativos en la actividad G6PDH y lo mismo ocurrié entre las
plantas tratadas con 2,4-D de 1, 7 y 14 dias.

4.1.4.2. 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH)

En la variedad Abdera, la actividad 6PGDH fue mayor en plantas tratadas con 2,4-D que
en plantas controles, sobre todo a los 14 dias. En las plantas tratadas con 2,4-D de esta
misma variedad, la actividad 6PGDH aument?6 a partir del séptimo dia de tratamiento. En
la variedad Herminio, la actividad 6PGDH fue menor (p<0,005) en las plantas tratadas
con 2,4-D respecto a las plantas controles de 14 dias. Entre plantas controles, la actividad
6PGDH aument6 (p<0,005) en las plantas de 14 dias respecto a las de 1 y 7 dias. No se
observaron diferencias significativas entre la actividad 6PGDH de las plantas tratadas con
2,4-D de 1, 7y 14 dias.

4.1.4.3. NADP-isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH)

El analisis de la actividad NADP-ICDH en las plantas anteriormente descritas, mostraron
un aumento (p<0,025) de dicha actividad en plantas de la variedad Abdera tratadas con
2,4-D respecto a plantas controles, a los 7 y 14 dias de tratamiento. Ademas, en las plantas
tratadas con 2,4-D de la variedad Abdera, la actividad NADP-ICDH se incrementé
(p<0,005) después de la primera semana de tratamiento. En la variedad Herminio, la
actividad NADP-ICDH aument6 (p<0,05) en las plantas tratadas con 2,4-D respecto a las
plantas controles de 1y 7 dias. No se apreciaron diferencias significativas en la actividad
NADP-ICDH de plantas controles de 1, 7 y 14 dias.

88



Resultados

A ABDERA HERMINIO ABDERA HERMINIO
20 40
- G6PDH * 6PGDH [l CONTROL
=1
£ g N " 0O 24D 226 mM
T 9 %
N
A g 101 * | 20
<
Z b %
< &
g
0- 0
. 20 20
E NADP-ICDH EM *
E g . % * *
%g 10 . 10
= &
Z b
SE 5 5| 1
&
=1
0 0
1 7 14 1 7 14 1 7 1 1 7 14
Dias Dias Dias Dias
B ABDERA HERMINIO
80
NADPH Total
H
g I
2
Qﬂ g 40
Z oo
g =
0]
1 7 14 1 7 14
Dias Dias

Fig. 4.7. Efecto del 2,4-D en la actividad de NADP-deshidrogenasas de hojas de dos variedades de pimiento. Las
plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en ausencia (control) y en presencia de 2,4-D
22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media
(ESM). El asterisco indica los tratamientos que son significativamente diferentes con respecto a las plantas control para
el dia de tratamiento indicado. G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 6PGDH, 6-fosfogluconato deshidrogenasa;
NADP-ICDH, NADP-isocitrato deshidrogenasa; EM, enzima malico. NADPH total, NADPH que tedricamente generarian
las NADP deshidrogenasas indicadas en la figura. Dicho valor se obtiene sumando la actividad de las deshidrogenasas
en cada situacion.

4.1.4.4. Enzima malico (EM)

También se midi6 la actividad de la enzima maélico (EM), otra de las enzimas implicadas
en la generaciéon de poder reductor. En la variedad Abdera, la actividad de la EM
aumento6 considerablemente (p<0,005) en todas las plantas tratadas con 2,4-D respecto a
las plantas controles. A su vez, las plantas tratadas con 2,4-D presentaron una mayor
(p<0,025) actividad EM a partir del séptimo dia del tratamiento. En la variedad Herminio,
la actividad EM fue también mayor (p<0,005) en las plantas tratadas con 2,4-D que en las

controles al séptimo dia del tratamiento con dicho herbicida.
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4.1.4.5. NADPH total

Por otro lado y de modo orientativo, se estudié la contribucién teérica de cada una de
estas NADP-deshidrogenasas al NADPH total que se generaria en la célula, utilizando
para ello la suma de la actividad total de estas enzimas en cada muestra analizada (Fig.
4.7B). Segtn esto, observamos que en la variedad Abdera la producciéon de NADPH total
aument6 progresivamente en plantas tratadas con 2,4-D respecto a plantas controles de 1,
7y 14 dias desde el tratamiento. En la variedad Herminio, se aprecié este mismo efecto en
las plantas de 1y 7 dias, mientras que en las de 14 dias las plantas controles y tratadas con

2,4-D presentaron producciones similares de NADPH.

4.1.5. Parametros de estrés oxidativo

Para determinar el posible dafio producido a nivel lipidico y proteico tras el tratamiento
de las plantas de pimiento con 2,4-D se han analizado pardmetros como la peroxidaciéon
lipidica, grupos carbonilo y actividad endopeptidasa en hojas de dos variedades de
pimiento. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en

ausencia (control) y en presencia de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias.

4.1.5.1. Peroxidacidon lipidica y oxidacion de proteinas

La peroxidacién lipidica aumenté significativamente (p<0,005) desde el primer dia de
tratamiento con 2,4-D en las plantas tratadas respecto a las plantas controles de ambas
variedades (Fig. 4.8A).

Por otro lado, se analizaron los niveles de proteinas modificadas oxidativamente,
midiendo para ello el contenido de grupos carbonilos de proteinas en solucién y mediante
reaccién inmunoquimica para lo que se utilizaron anticuerpos comerciales frente a la
DNPH de Sigma (Fig. 4.8B). Mediante el estudio espectrofotométrico se observé que no
existian diferencias notorias en los niveles de grupos carbonilos de plantas tratadas
respecto a plantas controles, en ambas variedades. Mientras que en la variedad Abdera
los grupos carbonilos aumentaban (p<0,005) con el tiempo de tratamiento en las plantas
controles y tratadas con 2,4-D, en la variedad Herminio los niveles de grupos carbonilos
disminuian (p<0,005) a lo largo del tiempo en plantas controles y tratadas con el
herbicida. Por transferencia de western, se observaron, al menos, cuatro polipéptidos
inmunoreactivos de unos 130, 98, 66 y 45 kDa que eran mayoritarios. Entre ellos, en la
variedad Abdera, la intensidad del polipéptido inmunoreactivo de 45 kDa disminuy6 en
las plantas tratadas con 2,4-D de 14 dias respecto a las controles. En la variedad Herminio,
la intensidad de todos estos polipéptidos experimentaron una reduccién a los 14 dias de

tratamiento con 2,4-D respecto a las plantas controles.
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Fig. 4.8. Peroxidacion lipidica y oxidacion de proteinas de hojas de dos variedades de pimiento tratadas con
2,4-D. Las plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en ausencia (control; C) y en presencia
de 2,4-D 22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias. Los valores indicados representan la media de 3 experimentos = ESM. A,
andlisis espectrofotométrico de la peroxidacion lipidica en extractos crudos de hojas de dos variedades de pimiento. B,
modificacion oxidativa de proteinas en extractos crudos de hojas de dos variedades de pimiento. A la izquierda,
contenido en grupos carbonilo medido por el método espectrofotométrico. A la derecha, deteccion inmunoquimica de los
grupos carbonilo con un anticuerpo frente a la DNPH (dil. 1:40.000). Se afiadieron 10 pg proteinas/pocillo. En esta figura
se indican igualmente los marcadores de masa molecular (kDa).

4.1.5.2. Actividad proteolitica

Se analiz¢ la actividad endopeptidasa en extractos crudos de hojas de pimiento controles
y tratadas con 2,4-D a los 1, 7 y 14 dias de tratamiento por espectrofotometria (Fig. 4.9A)
y por EGPA en presencia de SDS/gelatina (Fig. 4.9B). La variedad Abdera sélo
experimenté un ligero incremento en plantas tratadas con 2,4-D, a las dos semanas de
tratamiento. En la variedad Herminio, la actividad endopeptidasa descendi6 a las dos
semanas del tratamiento con 2,4-D respecto a las plantas controles (p<0,005) y a las
plantas tratadas de 1y 7 dias (p<0,005). Mediante EGPA en presencia de SDS y gelatina,
se detectaron en hojas de plantas de pimiento, dos isoformas de endopeptidasas (EP1 y

EP2), de diferente movilidad electroforética, con tamafos de 97 y 65 kDa,
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respectivamente. Segtin la intensidad de las bandas, en la variedad Abdera, apenas se
observaron cambios significativos en las isoenzimas como consecuencia del tratamiento.
En la variedad Herminio la EP1 presentaba una mayor actividad en plantas tratadas de 1
dia que en las controles y tratadas de 7 y 14 dias. En cuanto a la EP2 en dicha variedad,
ésta experiment6 un ligero ascenso en su actividad en las muestras tratadas con 2,4-D de 7

dias respecto a las controles y tratadas de 1 y 14 dias.
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Fig. 4.9. Estudio de la actividad endopeptidasa en hojas de dos variedades de pimiento tratadas con 2,4-D. Las
plantas de pimiento de las variedades Abdera y Herminio se cultivaron en ausencia (control) y en presencia de 2,4-D
22,6 mM durante 1, 7 y 14 dias. Los valores indicados representan la media de 3 experimentos + ESM. A, actividad
endoproteolitica total determinada mediante el método de la azocaseina. B, deteccion de isoenzimas con actividad
endopeptidasa por EGPA en presencia de SDS/gelatina y tincion especifica de los geles. Se indican las isoformas de
endopeptidasas a la izquierda y los marcadores de masa molecular (kDa).
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4.2. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS DE FRUTOS DE PIMIENTO. EFECTO
DE LA MADURACION.

4.2.1. Seleccion de las variedades y disefio experimental

En este trabajo se llevé a cabo el estudio de los sistemas antioxidantes de frutos de
pimiento de distintas variedades en distintas épocas del ano (otofio-invierno) y en
distintos estados de maduracion (verde y rojo o amarillo). Para ello se han utilizado frutos
de las variedades Vergasa, Biela, Lodosa y Bierzo, siendo Vergasa, Biela y Lodosa
pimientos de tipo california y Bierzo de tipo lamuyo. Mientras que la variedad Biela
cambia de color a amarillo durante la maduracién, las otras variedades viran a rojo (Fig.
4.10), considerdndose en todos los casos que los frutos verdes pertenecen a un estado de
desarrollo de inmadurez que es anterior al de los frutos rojos o amarillos. Se recolectaron
5 frutos verdes y 5 frutos rojos o amarillos, segtin la variedad, en cada una de las épocas
del afio estudiadas: en octubre de 2003 (OCTO03), diciembre de 2003 (DIC03), enero de 2004
(ENEO4) y febrero de 2004 (FEBO4). La variedad Vergasa es més sensible a las bajas
temperaturas por lo que su cosecha concluia en diciembre o enero, lo que nos impidi6é
tomar muestras en enero y febrero del 2004 (ENE04 y FEB04).

Tipo Variedad Fenotipo

California Vergasa

Biela
Lodosa Fig. 4.10. Variedades de pimiento
empleadas para el estudio del efecto de
la maduracion en las enzimas
) antioxidantes del fruto. En cada caso, se
Lamuyo Bierzo

indican los tipos de fruto a los que
corresponde cada variedad, asi como el
fenotipo de los frutos en su estado
maduro.

®e &

Para analizar el efecto de la maduracién de los frutos de pimiento sobre el
metabolismo oxidativo de éstos se analiz6 la actividad de las enzimas catalasa,
superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, glutation reductasa, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, NADP-isocitrato deshidrogenasa y
enzima malico. Asimismo, se analizé la actividad de la L-galactono-y-lactona

deshidrogenasa, enzima productora de ascorbato.
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4.2.2. Catalasa

Se llevé a cabo el estudio de la actividad catalasa (CAT) en frutos de pimiento de las
variedades y en las condiciones indicadas anteriormente (Fig. 4.11). En Vergasa, la
actividad CAT no experimenté diferencias significativas (p>0,05) entre frutos verdes y
maduros de cada recogida, ni entre frutos verdes de OCT03 y DIC03 y entre frutos
maduros de OCT03 y DIC03. En Biela, en las recogidas de OCTO03, DIC03 y ENE04, la
actividad CAT fue menor (p<0,01) en frutos maduros respecto a frutos verdes. En esta
misma variedad, los frutos verdes mostraron una mayor actividad en DIC03 respecto a las
otras épocas estudiadas, y el mismo patrén se observé en los frutos maduros. En Lodosa,
la actividad CAT fue mucho maés alta (p<0,005) en los frutos maduros de OCTO03 respecto
a los verdes de esa misma fecha, sufriendo un descenso considerable en la cosecha de
DICO03. En frutos verdes de la variedad Lodosa se produjo un incremento (p<0,05) de la
actividad CAT a partir de diciembre, al igual que ocurria en la variedad Biela. Del mismo
modo que en Biela, en Bierzo, la actividad CAT descendi6é en frutos maduros respecto a
frutos verdes en DIC03 y ENEO4. En frutos verdes de dicha variedad, la actividad CAT
fue mayor (p<0,05) en OCT03 y ENE04.

4.2.3. Superéoxido dismutasa

Se llev6 a cabo el estudio de la actividad superéxido dismutasa total (SOD) en frutos de
pimiento de las variedades Vergasa, Biela, Lodosa y Bierzo, en las distintas recogidas de
OCTO03, DIC03, ENEO4 y FEB04 y distintos estadios de maduracién (verdes y maduros)
(Fig. 4.12). Se comprobé que la actividad SOD en la variedad Vergasa aument6
significativamente (p<0,005) en frutos maduros respecto a frutos verdes, sobre todo en la
recogida de DICO03, y que dicha actividad disminuifa con el tiempo en los frutos
inmaduros. En Biela, igualmente, la actividad SOD fue siempre mas alta (p<0,005) en los
frutos maduros que en los verdes en todas las épocas del afo estudiadas. A su vez, en los
frutos maduros de esta variedad, la actividad SOD fue mayor (p<0,05) en los meses de
invierno (ENEO4 y FEBO4). En Lodosa, de nuevo observamos mayor (p<0,05) actividad
SOD en frutos maduros que en verdes en las cosechas de DIC03 y ENE(O4. Sin embargo, en
la cosecha de FEBO4, la actividad SOD fue superior (p<0,05) en los frutos verdes que en
los maduros. Entre frutos maduros de esta variedad, observamos que la actividad SOD se
incrementé (p<0,05) a lo largo del tiempo hasta ENEO4. Sin embargo, en los frutos
inmaduros los niveles més altos de actividad SOD se encontraron en FEB04. Al igual que
en las variedades anteriormente descritas la actividad SOD fue maés alta (p<0,05) en frutos
maduros que en verdes de la variedad Bierzo. Ademas, la actividad SOD aumenté entre
los frutos maduros de esta variedad (p<0,05) a lo largo del tiempo, mientras que en los

frutos verdes esta actividad apenas mostraba cambios importantes.
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Fig. 4.11. Actividad catalasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en estado inmaduro verde y
maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCTO03 y DIC03, respectivamente) y en enero
y febrero de 2004 (ENEO04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos maduros con diferencias
significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades analizadas. Los valores
indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.12. Actividad superoxido dismutasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en estado
inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCTO03 y DICO03,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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4.2.4. Ascorbato peroxidasa

En los frutos y condiciones indicadas se llev6 a cabo el estudio de algunas enzimas del
ciclo ascorbato-glutation. En la variedad Vergasa, la actividad ascorbato peroxidasa (APX)
fue significativamente mayor (p<0,05) en los frutos maduros que en los verdes de DIC03
(Fig. 4.13). Entre los frutos verdes la actividad APX se mantuvo sin modificaciones
significativas (p>0,05) y entre los maduros la actividad ascendi¢ (p<0,05) en DICO3
respecto a OCT03. En Biela, la actividad APX disminuy6 (p<0,005) en frutos maduros
respecto a verdes de OCT03 y ENEO4. Por el contrario, esta actividad se increment6 en
frutos maduros respecto a verdes de DIC03. En frutos verdes de esta misma variedad, se
detect6 un descenso significativo (p<0,005) de la actividad APX en FEBO4 respecto a las
otras épocas analizadas. En Lodosa, la actividad APX fue menor (p<0,05) en frutos
maduros a partir de enero de 2004. Dicha actividad enzimatica disminuy6 (p<0,005) tanto
en frutos maduros como en verdes en la recogida de FEBO4 respecto a las anteriores
épocas del ano analizadas. En Bierzo, sélo se detecté una disminucién (p<0,025) de la
actividad APX en frutos maduros respecto a verdes de FEB04. Los frutos verdes y
maduros de dicha variedad experimentaron una disminucién (p<0,05) de la actividad

APX en los meses de invierno respecto a los de otono.

4.2.5. Glutation reductasa

En la Figura 4.14 se representan los resultados obtenidos de la actividad glutation
reductasa (GR) en las distintas variedades y condiciones. En la variedad Vergasa la
actividad GR ascendi¢ significativamente (p<0,005) en frutos maduros respecto a verdes
de OCTO03 y DICO03. En frutos verdes y maduros de la misma variedad, la actividad GR
fue menor (p<0,05) en DICO3 con respecto a OCT03. En Biela, también se determiné una
mayor (p<0,05) actividad GR en frutos maduros que en verdes en todas las épocas
analizadas, siendo esta diferencia mayor en OCTO03 (p<0,005). Los niveles mas altos de
actividad GR tanto en frutos verdes como maduros se detectaron en OCT03, mientras que
en diciembre se determinaron los niveles més bajos en ambos tipos de frutos. En Lodosa,
la actividad GR fue mayor (p<0,05) en frutos maduros que en verdes en las recogidas
OCTO03 y FEBO4. Por el contrario, la actividad GR fue significativamente (p<0,005) menor
en frutos maduros que verdes de ENEO4. En los frutos verdes de esta variedad, la
actividad GR se increment6 a partir de enero. En Bierzo, la actividad GR fue mayor en
frutos maduros que en verdes de OCT03, ENEO4 y FEBO4. Del mismo modo que en Biela,
la GR de Bierzo present6 la menor actividad en diciembre, tanto en los frutos verdes como

en los maduros.
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Fig. 4.13. Actividad ascorbato peroxidasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en estado
inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DICO3,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.14. Actividad glutation reductasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en estado inmaduro
verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCTO03 y DICO03, respectivamente) y
en enero y febrero de 2004 (ENEO4 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos maduros con diferencias
significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades analizadas. Los valores
indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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4.2.6. Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa

Se estudi¢ la actividad glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en frutos de pimiento
de las variedades Vergasa, Biela, Lodosa y Bierzo, en las distintas épocas del afo y
diferentes estados de maduracion del fruto (fruto verde y maduro) (Fig. 4.15). En Vergasa,
la actividad G6PDH disminuy¢ ligeramente (p<0,05) en frutos maduros respecto a verdes
de DICO3. En los frutos maduros de dicha variedad se produjo una disminucién (p<0,05)
de la actividad G6PDH desde OCTO03 a DIC03. En Biela, la actividad G6PDH no mostré
diferencias significativas (p>0,05) entre frutos verdes y maduros de las épocas del afo
analizadas. Sin embargo, la actividad G6PDH descendi6 (p<0,05) progresivamente desde
OCTO03 a ENE04 tanto en los frutos verdes como en los frutos maduros. En Lodosa, la
actividad G6PDH fue mayor (p<0,025) en frutos maduros respecto a verdes en ENEO4. En
dicha variedad la actividad G6PDH disminuy¢ (p<0,05) progresivamente desde OCT03 a
FEB04 tanto en los frutos verdes como en los frutos maduros. En Bierzo, la actividad
G6PDH descendi6 (p<0,05) en frutos maduros respecto a verdes en los meses de invierno.
A su vez, la actividad G6PDH fue menor (p<0,005) en los frutos verdes de invierno que en

los de otofno y lo mismo ocurria con los frutos maduros.

4.2.7. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa

Con respecto a la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), en la variedad Vergasa, esta
actividad se increment¢ significativamente (p<0,005) en frutos maduros respecto a verdes
de DICO3 (Fig. 4.16). Ademés, en frutos verdes disminuy0 la actividad 6PGDH a partir de
diciembre. En la variedad Biela, la actividad 6PGDH fue significativamente mayor
(p<0,05) en los frutos maduros respecto a los verdes de DIC03 y ENEO4. En los frutos
maduros de dicha variedad, la actividad 6PGDH descendié a partir de diciembre. En
Lodosa, la actividad 6PGDH fue mas baja en frutos maduros que en verdes de FEB04. Esta
cosecha fue la que mostr6 menor actividad en ambos tipos de frutos. En Bierzo, la
actividad 6PGDH se incrementé en frutos maduros respecto a verdes durante el mes de
OCT04 mientras que dicha actividad descendi6é en frutos maduros respecto a verdes en
los meses de invierno analizados. Entre los frutos maduros de Bierzo, la actividad 6PGDH

disminuy6 (p<0,005) progresivamente con el tiempo.
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Fig. 4.15. Actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en
estado inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DICO03,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.16. Actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en
estado inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCTO03 y DICO3,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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4.2.8. NADP-isocitrato deshidrogenasa

Se analiz6é asimismo la actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP*
(NADP-ICDH), en las variedades, épocas del ano y estados de maduracién descritos
anteriormente (Fig. 4.17). En Vergasa, la actividad NADP-ICDH aument6 (p<0,025) en
frutos maduros respecto a verdes en ambas cosechas. En Biela, la actividad NADP-ICDH
fue siempre mayor (p<0,025) en los frutos maduros que en los verdes aunque mds
significativamente desde DIC03 a FEB04. Por otro lado, los frutos verdes y los maduros
presentaron un minimo de actividad NADP-ICDH en FEB04. En Lodosa, la actividad
NADP-ICDH fue igualmente mayor (p>0,025) en los frutos maduros respecto a los verdes
desde OCTO03 a ENEO04, siendo en FEB04 la actividad NADP-ICDH mas alta (p<0,05) en
los frutos verdes. Entre frutos maduros, la actividad NADP-ICDH descendi6 (p<0,05) a lo
largo del tiempo. A diferencia de las otras variedades, Bierzo mostré menor (p<0,05)
actividad NADP-ICDH en frutos maduros que en verdes de DIC03 a FEBO4. En esta
variedad la mayor actividad tanto en los frutos verdes como en los maduros se detect6 en

la primera cosecha de otofo.

4.2.9. Enzima malico

Se midi¢ la actividad del enzima malico (EM) en los frutos de pimiento y las condiciones
ya establecidas (Fig. 4.18). En las cuatro variedades la actividad EM fue por lo general
mayor (p<0,005) en los frutos maduros que en los verdes durante todas las épocas
analizadas. En Vergasa, Biela y Bierzo, la actividad EM se mantuvo practicamente
invariable (p>0,05) en los frutos maduros desde OCT03 a FEB04, mientras que en Lodosa
ascendié (p<0,05) significativamente desde DIC03 a FEBO4. En los frutos verdes, la

actividad EM tendia a aumentar con el tiempo en las variedades estudiadas.

4.2.10. NADPH total

Con caracter orientativo, se calculé la contribucion tedrica de estas NADP-
deshidrogenasas a la sintesis del NADPH total de la célula, utilizando para ello la suma
de la actividad total de estas enzimas en cada muestra analizada. Por tanto, la figura 4.19
representaba la estimacion del NADPH total generado en los frutos de pimiento de las
variedades, épocas del ano y estadios de maduracién que se analizaron. Segtn esto, en
Vergasa y Biela, la produccion de NADPH fue mayor en frutos maduros que en verdes,
en todas las épocas del ano analizadas. Este mismo efecto tuvo lugar en la variedad
Lodosa desde OCT03 a ENE04, siendo en FEB04 la generacién de NADPH mayor en
frutos verdes que maduros. En Bierzo, la generacion de NADPH fue mayor en frutos
maduros que en verdes en OCT03. En esta variedad, la generaciéon de NADPH total
comenz6 siendo mayor en frutos maduros que en verdes pero en las cosechas sucesivas
dicho pardmetro se equilibr6 entre los frutos verdes y maduros e incluso descendi6 en los

frutos maduros respecto a los verdes en FEB04.
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Fig. 4.17. Actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en
estado inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DICO03,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENEO4 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.18. Actividad de la enzima malico de en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en estado
inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCTO03 y DICO3,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.19. NADPH total en frutos de cuatro variedades de pimiento. Este valor representa el NADPH que
teoricamente generarian las NADP-deshidrogenasas analizadas, y se obtiene sumando la actividad de las enzimas
generadoras de NADPH estudiadas anteriormente. Los frutos en estado inmaduro verde y maduro de cada variedad se
recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DICO3, respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENE04 y
FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos
verdes de cada una de las cosechas y variedades analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos +
el error estandard de la media (ESM).

4.2.11. L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa

La actividad de la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH), una de las principales

enzimas implicadas en la sintesis de ascorbato, fue también analizada en frutos de

pimiento de distintas variedades (Vergasa, Biela, Lodosa y Bierzo), distintas épocas del
ano (OCTO03, DIC03, ENE04 y FEB04) y estados de maduracién (frutos verdes y rojos o
amarillos) (Fig. 4.20). La actividad GalLDH se incrementé (p<0,005) en frutos maduros

respecto a frutos verdes en las variedades Vergasa y Biela en todas las épocas del afio

analizadas aunque dicha actividad disminuia con el tiempo en ambos tipos de frutos. Este

mismo comportamiento se observé en Bierzo con la excepcién de la cosecha DIC03, y en
Lodosa en las cosechas OCT03 y DIC03. En esta variedad la actividad GalLDH fue menor

en los frutos maduros de FEB0O4. En los frutos maduros de todas las variedades

analizadas, la maxima actividad GalLDH se observé en OCTO03.
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Fig. 4.20. Actividad galactono-y-lactona deshidrogenasa en frutos de cuatro variedades de pimiento. Los frutos en
estado inmaduro verde y maduro de cada variedad se recolectaron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DICO03,
respectivamente) y en enero y febrero de 2004 (ENEO4 y FEBO4, respectivamente). El asterisco indica los frutos
maduros con diferencias significativas con respecto a los frutos verdes de cada una de las cosechas y variedades
analizadas. Los valores indicados son la media de 3 experimentos + el error estandard de la media (ESM).

4.3. PEROXISOMAS Y MADURACION DE FRUTOS DE PIMIENTO

La conocida plasticidad metabdlica que presentan los peroxisomas frente a diversas
situaciones ambientales, de estrés o de desarrollo nos han llevado a estudiar la posible
relacion existente entre el funcionamiento de algunos sistemas metabdlicos presentes en
los peroxisomas de frutos de pimiento con los fenémenos de maduracién de éstos. Para
ello se aislaron y purificaron peroxisomas de frutos de pimiento verdes y rojos, y se

estudi6é su morfologia y ultraestructura.

4.3.1. Morfologia de los peroxisomas
Para analizar el efecto de la maduraciéon del fruto sobre la poblacién de peroxisomas de
frutos verdes y rojos, se procedié al anélisis de su ultraestructura mediante microscopia
electrénica. No se observaron cambios en la ultraestructura ni en el ntmero de
peroxisomas de pimiento rojo con respecto a los de pimiento verde, ni en la membrana ni
en la matriz. Habria que destacar la notable presencia de peroxisomas con cuerpos
cristalinos de formas y tamanos variables en ambos tipos de frutos (Fig. 4.21).

Por otro lado, estos estudios nos permitieron observar una marcada diferencia
entre los plastidios de ambos tipos de frutos. En frutos verdes se detectaron cloroplastos
de grandes tilacoides (Fig. 4.21A), mientras que en frutos rojos se observaron

cromoplastos con un contenido de granulos densos a los electrones (Fig. 4.21E).

103



Fig. 4.21. Microscopia electronica de frutos de pimiento verde (A-C) y rojo (D-H).
Chl, cloroplastos; M, mitocondria; P, peroxisomas; Chr, cromoplastos; F, cuerpos
grasos. Las barras representan 0.5 um, excepto en C y G en las que son de 0.25

um.
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4.3.2. Purificacion de los peroxisomas de frutos de pimiento
Los peroxisomas se purificaron a partir de frutos de pimientos verdes y rojos, mediante

centrifugaciones diferenciales y en gradientes de densidad de sacarosa (Fig. 4.22).

Fig. 4.22. Método de aislamiento y purificacion de
peroxisomas de frutos de pimiento mediante

Homogenado centrifugaciones diferenciales y en gradientes de
2.400 g densidad de sacarosa. Las matrices se separaron de
20 min las membranas peroxisomales por choque osmético y
posterior ultracentrifugacion.
Sobrenadante | Pdo. |
12.000 g
15 min
Sobrenadante Il Pdo. Il
(enriquecido en
mitocondrias y peroxisomas) 1200009 = Membranas
30 min Ppdo.
Choque
osmético
Sobrenadante
Matrices

de sacarosa 51%
57%

60%

<« Peroxisomas

35%
Gradientede 42%
densidad  47% —_—

Dado que es la primera vez que se acomete la purificaciéon de los peroxisomas de
un fruto, se llevé a cabo la caracterizacion de los gradientes de densidad de sacarosa para
poder determinar la zona de migraciéon de los peroxisomas en los mismos y evaluar la
contaminacién cruzada por otros orgénulos celulares. Para ello se dividi6 el gradiente de
sacarosa de ambos frutos en fracciones de 1,5 ml, por el método descrito en el apartado
3.5. De este modo, se obtuvieron 27 fracciones por cada gradiente, en las que se llevaron a
cabo los correspondientes anélisis de densidad y contenido proteico, asi como la medida
de la actividad enzimética de las enzimas marcadoras de organulos celulares. Se
determinaron catalasa e isocitrato liasa en pimiento verde y rojo, respectivamente, como
enzimas marcadoras de peroxisomas, fumarasa para determinar la presencia de
mitocondrias, NADPH citocromo ¢ reductasa como mardador de reticulo endoplasmatico,
fructosa 1,6-bisfosfatasa para cloroplastos y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa para
la localizacién de cromoplastos. La representacién de estos marcadores en las fracciones
de los gradientes mostré que la actividad catalasa en pimientos verdes e isocitrato liasa en
pimientos rojos se concentraban fundamentalmente en las fracciones 19-22 y se
correspondian con sendas bandas que se ubican en el tercio inferior de los gradientes (Fig.
4.23). Como se aprecia en la misma figura, dicha zona de los gradientes apenas mostraba
contaminacién cruzada con otros orgénulos. Los picos de catalasa e isocitrato liasa se
correspondifan con un maximo de proteinas y se localizaban en los gradientes a una
densidad de equilibrio de 1,24 g cm? (Fig. 4.24)

105



Catalasa y Fumarasa

201
Peroxisomas ——
15 4

10 4

NADPH-cit. ¢ reductasa
Fructosa-1,6- bisfosfatasa

0
| I I 1 |
5 10 15 20 25
Numero de fraccion base
B Catdasa —fl— Fumaresa —{1+— NADPH-dt.c —@— Fructose1,6- —O—
reductasa bisfosfatasa
1200 16

-3
=3
=3

Isocitrato liasa
==
Fumarasa

400

I

80

60

20

NADPH-Cit. C reductasa
IS
o
Gliceraldehido-3P-deshidrogenasa

0 | 7 | | |
5 10 15 20 25
NUmero defraccion base

Isoditrato —pgg— Fumarasa —{}— NADPH-Gt.c —@— Glicerddehido-3P —Q—
liasa reductasa deshidrogenasa

Fig. 4.23. Purificacion de peroxisomas de frutos de pimiento verde (A) y rojo (B) en gradientes de densidad de
sacarosa. Las bandas de peroxisomas aparecen indicadas por flechas en las fotos. La caracterizacion de los organulos
celulares en los gradientes fue realizada usando marcadores enziméticos especificos de los distintos organulos celulares.
Catalasa (umol min'"mi!) e isocitrato liasa (nmol min-'ml') se usaron como marcadores de peroxisomas en frutos verdes y
rojos, respectivamente. Se empleo la actividad fumarasa (mmol min-' mI") como marcador de mitocodrias, la NAPDH-cyt ¢
reductasa (mmol min"! mi") de reticulo endoplasmatico, la fructosa-1,6-bisfosfatasa (mmol min'' mt') de cloroplastos y la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (nmol min-' ml!) de cromoplastos.
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Una vez localizada la banda de peroxisomas, se extrajo dicha fraccion mediante
perforacién y succién con una jeringa. Posteriormente, se sometieron los peroxisomas a
choque osmoético y se centrifugaron para quedarnos con la fraccién soluble de dichos
organulos. En dicha fraccion se analizaron las actividades enzimaticas que se describen

mas adelante.

4.3.3. Morfologia de los peroxisomas purificados de frutos de pimiento

Para confirmar la presencia, integridad y grado de pureza de los peroxisomas purificados
en los gradientes de densidad, se procedi6 a su anélisis mediante microscopia electrénica.
Las imagenes obtenidas mostraron gran cantidad de peroxisomas con cuerpos cristalinos
densos a los electrones (Fig. 4.25 A-C) y poca o ninguna contaminaciéon por plastidios o
mitocondrias. Ademés observamos unas estructuras nuevas, con un contenido amorfo
envuelto por una membrana sencilla, que podrian derivar de peroxisomas rotos a causa
del proceso experimental. De ahi que las llamemos particulas derivadas de peroxisomas
(Fig. 4.25. F-G). También se hallaron cuerpos cristalinos libres y/o envueltos por la
membrana del peroxisoma (Fig. 4.60 D y E, respectivamente).

Fig. 4.25. Microscopia electronica de peroxisomas de frutos de pimiento purificados en los gradientes de
densidad de sacarosa. A-C, Peroxisomas que contienen cuerpos cristalinos. D, cuerpo cristalino libre; E, cuerpo
cristalino envuelto por una envoltura peroxisomal. F-G, particulas derivadas de peroxisomas rodeadas por una
membrana sencilla. La punta de flecha indica la zona de rotura de la membrana. Las barras representan 0.5 um en
los paneles A-E, y 1 um en los paneles F-G.
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4.3.4. Enzimas de la fotorrespiracion: GOX y HRP

Con el fin de determinar el tipo de metabolismo presente en los peroxisomas de frutos
verdes y rojos, se analiz6 la actividad de dos enzimas claves en la fotorrespiracién, la
GOX, enzima generadora de H>O, y la HPR. Tanto la actividad GOX como HPR no fue
detectada en peroxisomas de frutos rojos, mientras que si pudieron ser detectadas en los

peroxisomas de frutos verdes (Fig. 4.26).

4.3.5. Enzimas de la B-oxidacion: ACOX y TIO

En cuanto a las enzimas de la B-oxidacién, se midieron la actividad acil-CoA oxidasa
(ACOX), que interviene al comienzo de dicho proceso, y la actividad TIO, que cataliza la
altima etapa del mismo en los peroxisomas. Los resultados obtenidos indican que la
actividad de la enzima TIO no mostraba cambios significativos entre ambos tipos de
frutos, mientras que la actividad ACOX era unas 20 veces mayor en peroxisomas de frutos
verdes que en los peroxisomas de frutos rojos (Fig. 4.27). Se analizé también el contenido
de la enzima TIO mediante transferencia de western usando anticuerpos frente a
cotiledones de calabaza, obteniéndose una banda de 45 kDa que era de igual intensidad

en ambos tipos de frutos.

4.3.6. Enzimas del ciclo del glioxilato: MS e ICL

En peroxisomas de frutos, la actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato, malato
sintasa (MS) e isocitrato liasa (ICL), experimentaron un descenso considerable en frutos
rojos, del orden de 1,5 y 2 veces, con relacién a los peroxisomas de frutos verdes (Fig.
4.28).

4.3.7. Enzimas del metabolismo de ROS: CAT, XOD, GR y SOD

Para estudiar el funcionamiento del metabolismo oxidativo de los peroxisomas de frutos
de pimiento durante la maduracién, se analizaron las enzimas, catalasa (CAT), xantina
oxidasa (XOD), glutation reductasa (GR) y superéxido dismutasa (SOD). En cuanto a la
enzima que intervienen en la eliminacién directa del H>O,, catalasa y glutation reductasa
de forma indirecta, se observé una actividad mayor en frutos verdes, del orden de cuatro
y cinco veces, con relacién a los frutos rojos (Fig. 4.29). Ademas, se analizé el contenido
proteico de la catalasa, mediante la técnica de transferencia de western utilizando un
anticuerpo frente a catalasa de cotiledones de calabaza. Los resultados revelaron también
un descenso del contenido proteico de CAT en frutos rojos respecto a verdes. La actividad
XOD, responsable de la produccién del radical O, en la matriz peroxisomal, apenas

experimenté cambios durante la maduracién de los frutos (Fig. 4.29).
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Fig. 4.26. Enzimas de la fotorrespiracion en
peroxisomas de frutos verdes y rojos de
pimiento. La actividad enzimatica esta expresada
en nmol min"'mg!. GOX, glicolato oxidasa; HPR,
hidroxipiruvato reductasa. Los valores indicados
son la media de 3 experimentos * el error
estandard de la media (ESM).

Fig. 4.27. Enzimas de la B-oxidacion de acidos
grasos en peroxisomas de frutos verdes y
rojos de pimiento. ACOX, acil-CoA oxidasa
(mmol min'mg™); TIO, tiolasa (nmol min"' mg™").
La transferencia de western de tiolasa (sobre el
gréfico) fue realizada usando un anticuerpo
(dilucién 1:500) frente a la enzima de cotiledones
de calabaza (Kato et al. 1996). Los valores
indicados son la media de 3 experimentos + el
error estandard de la media (ESM).

Fig. 4.28. Enzimas del ciclo del glioxilato en
peroxisomas de frutos verdes y rojos de
pimiento. La actividad enzimatica esta expresada
en nmol min' mg'. MS, malato sintasa; ICL,
isocitrato liasa. Los valores indicados son la media
de 3 experimentos + el error estandard de la
media (ESM).

— A —56 kDa

XOD GR

Fig. 4.29. Enzimas del metabolismo de ROS en peroxisomas de frutos verdes y rojos de pimiento. CAT,
catalasa (umol min-"mg"); XOD, xantina oxidasa (nmol min"' mg'"); GR, glutation reductasa (nmol min-' mg").
Transferencia de western de catalasa (sobre la gréafica) fue realizada usando un anticuerpo (dilucion 1:500) frente
a la enzima de cotiledones de calabaza (Yamaguchi et al., 1984). Los valores indicados son la media de 3

experimentos =+ el error estandard de la media (ESM).
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Se demostr6 la presencia de actividad SOD en los peroxisomas de frutos verdes y
rojos de pimiento. Se observé que la actividad de esta enzima encargada de eliminar los
radicales O, dentro del peroxisoma era mayor en peroxisomas de frutos verdes que en
rojos (Fig. 4.30A). El estudio de la actividad SOD mediante EGPA nativa, utilizando
inhibidores especificos, mostré que la isoenzima presente en los peroxisomas de ambos
frutos era la Mn-SOD y que ésta presentaba un patrén de actividad similar al observado
en la actividad total (Fig. 4.30B). La mayor actividad Mn-SOD detectada en los frutos
verdes se correspondia con una mayor cantidad proteica de esta isoenzima, en estos
frutos, como lo revel6 la transferencia de western en la que se usé un anticuerpo frente a
la Mn-SOD de hojas de guisante (Fig. 4.30B). En ambos tipos de frutos el tamano de la
subunidad de la Mn-SOD resulté ser de 27 kDa.

4.3.8. NADP-deshidrogenasas: G6PDG, 6PGDH e ICDH

En los peroxisomas de frutos también se estudiaron las enzimas implicadas en la ruta de
las pentosas fosfato encargadas de regenerar el NADPH necesario para el funcionamiento
del ciclo ascorbato-glutation y para la sintesis de lipidos (del Rio et al., 2006). Se observé
que la actividad de la G6PDH y la 6PGDH de la matriz peroxisomal de frutos verdes era
dos veces superior aproximadamente, con relacién a la de frutos rojos. Por otro lado, la
actividad de la enzima NADP-ICDH, otra fuente de NADPH, presentaba una actividad

elevada en frutos verdes, mientras que no era detectada en frutos rojos (Fig. 4.31).

4.3.9. Contenido en ascorbato y glutation

Por dltimo, se analizé el contenido de los antioxidantes no enziméticos ascorbato y
glutation en la matriz peroxisomal y se compardé con la concentracién de estos
compuestos en los extractos crudos de frutos de pimiento verdes y rojos. El contenido de
ascorbato total en extractos crudos de frutos verdes y rojos era similar, siendo del orden
de 204 y 221 mg de ascorbato por 100 gr de frutos verdes y rojos, respectivamente. Sin
embargo, a nivel peroxisomal, los pimientos rojos presentaban un mayor contenido en
ascorbato que los frutos verdes (Tabla 4.1).

Ademads, se observé que la concentracién de glutation total era 2 veces mayor en
extractos crudos de frutos verdes que en rojos, mientras que a nivel peroxisomal ambos
tipos de frutos mostraban la misma concentracién. Los valores de glutation de extractos
crudos mostrados en la tabla 4.1. corresponden a 5,7 mg de GSH por 100 g de peso fresco
de frutos verdes y 3,1 mg de GSH por 100 g de frutos rojos.
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Fig. 4.30. Superoxido dismutasa en peroxisomas de frutos verdes y rojos de pimiento. A, actividad total, expresada
como unidades mg". Los valores indicados son la media de 3 experimentos =+ el error estandard de la media (ESM). B,
EGPA nativa y transferencia de western. Usando distintos inhibidores se demostré que la banda de actividad en geles
correspondia a la Mn-SOD. En los ensayos por western blot, se usé un anticuerpo (dilucion 1:500) frente a una Mn-SOD

de hojas de guisante (Romero-Puertas et al. 1999).
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Fig. 4.31. NADP-deshidrogenasas en peroxisomas
de frutos de pimientos verdes y rojos. La actividad
enzimatica esta expresada en nmol min! mg'.
G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 6PGDH, 6-
fosfogluconato  deshidrogenasa; ICDH, isocitrato
deshidrogenasa. Los valores indicados son la media de
3 experimentos * el error estandard de la media
(ESM).

Tabla 4.1. Contenido de ascorbato y glutation total en extractos
crudos y peroxisomas de frutos de pimientos rojos y verdes.

ASC + DHA GSH+GSSG
(nmol/L) (umol/L)

Extractos crudos

Pimiento verde 2406 + 505 43,1 +0,9

Pimiento rojo 2612 +108 235+0,2
Peroxisomas

Pimiento verde 29+0,2 23+0,1

Pimiento rojo 8,8+0,2 21+0,1

Los resultados proceden de 3 experimentos distintos + ESM. ASC,
ascorbato reducido; DHA, deshidroascorbato; GSH, glutation reducido;

GSSG, glutation oxidado.
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4.4. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS DE FRUTOS DE PIMIENTO. EFECTO
DE LAS VARIACIONES AMBIENTALES

4.4.1. Condiciones meteoroldgicas

Se ha llevado a cabo el estudio de los antioxidantes enzimaticos de frutos maduros de
diversas variedades de pimiento sometidos a distintas condiciones de temperatura y
radiacién luminosa a partir de la polinizacién. Los frutos analizados fueron recolectados
en dos periodos distintos de la cosecha: 13 de enero de 2003 (E03) y 13 de febrero de 2003
(F03). Teniendo en cuenta que la polinizacién ocurre aproximadamente 90 dias antes de la
recogida en la época invernal, los frutos recogidos el 13 de enero de 2003 corresponden a
polinizaciones ocurridas a mediados de octubre, mientras que los recogidos el 13 de
febrero de 2003 se gestaron a mediados de noviembre. En la figura 4.32 se representan los
valores de temperatura maxima (°C) y radiacién solar (MJ/m? - dia) recogidos durante los
meses de octubre de 2002 a febrero de 2003 por la Estacién Meteorol6gica de la Mojonera

(Almeria), préxima al Ejido, donde fueron cosechados los frutos.
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Fig. 4.32. Datos meteorolagicos, correspondientes al peridodo de octubre de 2002 a febrero de 2003. Las medidas
de temperatura media, radiacion solar, humedad relativa media y precipitacion se registraron en la Estacion
Meteoroldgica de La Mojonera (Almeria)
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4.4.2. Seleccion de las variedades y disefio experimental

En este estudio se han utilizado frutos de pimiento de 4 variedades distintas: Vergasa,
Biela, Galileo y Dulce Italiano. Entre ellos, Vergasa y Biela son frutos de tipo california,
siendo ambos verdes en su primer estadio de desarrollo que viran a rojo y amarillo,
respectivamente, con la maduracién. Galileo es un fruto de tipo lamuyo que es verde al
principio de su desarrollo y rojo en su estado maduro. La variedad Dulce Italiano
pertenece al grupo del mismo nombre y su consumo es preferentemente cuando son
verdes (Fig. 4.33).

Tipo Variedad Fenotipo

California Vergasa

Biela

Fig. 4.33. Variedades de pimiento
empleadas para el estudio de Ia
influencia de las  variaciones
ambientales en los antioxidantes del
fruto. En cada caso, se indican los tipos
de fruto a los que corresponde cada
variedad, asi como el fenotipo de los frutos
en su estado maduro.

Lamuyo Galileo

Dulce italiano Dulce italiano

%Gﬂe

Para cada variedad y cosecha estudiada se recolectaron 5 frutos, de los cuales se
prepararon distintos extractos que posteriormente fueron analizados. Los resultados
obtenidos para los distintos pardmetros analizados corresponden a una media de las 5
muestras recogidas.

Para estudiar el efecto ejercido por las variaciones ambientales sobre las enzimas
implicadas en el metabolismo oxidativo de la célula se analizaron a nivel bioquimico y
molecular las enzimas catalasa, super6xido dismutasa, las del ciclo ascorbato-glutation
(ascorbato peroxidasa, glutation reductasa y monodeshidroascorbato reductasa) y las
deshidrogenasas dependientes de NADP*, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa y enzima maélico. Igualmente se
analiz6 en las mismas condiciones la galactono-y-lactona deshidrogenasa.

Para los estudios de expresion de las distintas enzimas antioxidantes, se seleccion6
el gen de la actina como patrén interno para la técnica de PCR semicuantitativa y PCR
cuantitativa a tiempo real tras comprobar que dicho gen se expresaba constitutivamente
en las muestras de pimiento con las que ibamos a trabajar (Fig. 4.34). Debido a que la
secuencia de cDNA de la actina de pimiento no se conocia atn, se disenaron cebadores
para dicho gen mediante el alineamiento de distintas secuencias nucleotidicas de actina
depositadas en las bases de datos. Se seleccioné una pareja de cebadores (F-ACT y R-

ACT) en base a las zonas interespecificas conservadas (tabla 3.4). Con estos cebadores, se
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obtuvo un fragmento de 573 pares de bases, que se cloné en el vector pGEM-T Easy y se
secuenci6. La secuencia obtenida se deposité en la base de datos del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov; nimero de acceso AY572427). Esta secuencia compartia una

identidad del 93% con la secuencia conocida de cDNA de actina de Nicotiana tabacum y un

95% con la de Solanum tuberosum (Anexo I, Fig. 1).

VARIEDADES

VERGASA  BIELA DIT GALILEO M pb  Fig. 4.34. Expresion del mRNA del gen de la
actina de frutos de cuatro variedades de

pimiento analizados por PCR. Los ensayos de
expresion se llevaron a cabo en las variedades
Vergasa, Biela, Dulce italiano (DIT) y Galileo en
frutos cosechados a mediados de enero y de
febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). M,

E03 F03 E03 F03 E03 F03 E03 Fo03 marcadores de tamafio molecular.
RECOGIDAS

S, s S—— S—

En la Fig. 1 del Anexo II se muestran las condiciones establecidas para los estudios
de expresion mediante PCR semicuantitativa, como el naumero de ciclos utilizados para
cada pareja de cebadores utilizados en cada caso, asi como el tamafo de banda esperado y

el ntimero de acceso de la secuencia de cDNA parcial.

4.4.3. Catalasa

4.4.3.1. Actividad total

Se analiz6 la actividad catalasa (CAT) en frutos de pimiento de las variedades Vergasa,
Biela, Galileo y Dulce [taliano sometidos a variaciones ambientales (E03 y F03) (Fig. 4.35).
La actividad CAT no experiment6 variacién (p>0,05) entre los frutos E03 y FO3 en las
variedades Dulce Italiano y Galileo, mientras que en Vergasa la actividad CAT aument6
significativamente (p<0,005) en los frutos FO3 respecto a los E03. En Biela la actividad
CAT disminuy6 (p<0,01) en los frutos FO3 respecto a los E03. Entre variedades y teniendo
en cuenta s6lo a los frutos E03, pudimos observar que la actividad catalasa en las
variedades Biela y Dulce Italiano era superior (p<0,05) a la que mostraban los frutos de
Vergasa y Galileo. En la cosecha FO3 los frutos de la variedad Galileo presentaron menos

actividad CAT que los de las otras variedades estudiadas.

CATALASA m FE03 Fig. 4.35. Actividad catalasa en frutos de
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4.4.3.2. Expresion de mRNA

Mediante RT-PCR semicuantitativa, se analizaron los niveles de mRNA de la CAT de
frutos de pimiento de las variedades y condiciones descritas anteriormente. En principio,
se diseharon cebadores especificos para la catalasa (F-CAT y R-CAT), a partir de la
secuencia conocida de cDNA de catalasa de pimiento depositada en la base de datos del

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov; nimero de acceso AF227952). En la tabla 3.4 se mostraron

los cebadores especificos utilizados en los estudios de expresion mediante PCR
semicuantitativa.

Para comprobar la fiabilidad de estos cebadores, se subcloné y secuencié la zona
amplificada de 418 pares de bases (Anexo II, Fig. 2A). La secuencia obtenida compartia
una identidad del 100% con la secuencia del cDNA de la catalasa de Capsicum annuum L.
depositada en la base de datos.

Se establecieron las condiciones mdas apropiadas para los andlisis de RT-PCR
semicuantitativa, empleando como control interno la actina. En este diseno ha de
considerarse que la cantidad de DNA amplificado se encuentre en fase exponencial, tanto
para la CAT como para la actina. En nuestro caso, el namero de ciclos para la CAT fue de
24, y de 28 para la actina y una temperatura de hibridacién de 55°C en ambos casos
(Anexo 11, Fig. 2B).

La Figura 4.36 representa los resultados de expresion de la CAT de pimiento
obtenidos mediante PCR semicuantitativa en las distintas variedades de pimiento y
variaciones ambientales estudiadas. La Figura 4.36A nos permite analizar la expresion de
la CAT de pimiento entre los frutos EO3 y FO3 (las calibraciones, en cada una de las
variedades, se hicieron en base a los frutos E03 a los que se asignaron valor 1) y la Figura
4.36B nos permite comparar la expresion de CAT entre variedades (todos los valores se
refirieron al fruto E03 de Galileo al que se asign6 como valor 1). La expresiéon de CAT en la
variedad Galileo experimenté una disminucién del 80% en el fruto FO3 respecto al E03
(Fig. 4.36A). Entre variedades (Fig. 4.36B), se observé que la expresiéon de CAT fue
significativamente inferior (p<0,05) en frutos de pimiento de la variedad Galileo que en

las otras variedades estudiadas. Esta diferencia fue mayor (p<0,005) en FO3 que en E03.

4.4.4. Superéoxido dismutasa

4.4.4.1. Actividad total

Se estudié la actividad superéxido dismutasa (SOD) total en frutos de pimiento de las
variedades Vergasa, Biela, Galileo y Dulce Italiano sometidos a cambios estacionales (E03
y F03) mediante el método espectrofotométrico de reduccién del citocromo c. La actividad
SOD descendié significativamente (p<0,01) en los frutos FO3 respecto a los E03 de la
variedad Dulce Italiano, mientras que en la variedad Vergasa dicha actividad aument6
(p<0,01) en los frutos FO3 respecto a los E03. Por otro lado, la actividad SOD fue
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significativamente mayor (p<0,005) en frutos de la variedad Biela en ambas recogidas que

en las otras variedades analizadas (Fig. 4.37).

A B E03 B H Galileo
15 | F03 O Biela
M D. Italiano
! 25 O Vergasa

0,5

0

Galileo Biela D. Italiano Vergasa
Recogida E03 F03 E03 F03 E03 F03 [E03 F03

Razén 1 02 1 1 1 09 1 1

Actina
Catalasa E03 F03

Fig. 4.36. Expresion diferencial de catalasa de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa
sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y febrero de 2003
(E03 y FO3, respectivamente). El analisis se realizé por RT-PCR semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los
frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de amplificacion fueron visualizados con
bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en la expresion de catalasa. La razén
indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la catalasa sobre la actina usada como control interno
después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en
cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2
se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de
catalasa. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se asign6 el valor 1.
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4.4.4.2. Isoenzimas

El ensayo de la actividad isoenzimatica se llevé a cabo mediante la técnica de EGPA-
nativa (Fig. 4.38A). Se identificaron 4 isoformas de movilidad creciente que por su
sensibilidad a inhibidores se correspondian con una Mn-SOD, una Fe-SOD y dos CuZn-
SODs designadas I y II en base a su creciente movilidad en el gel. Segtn este estudio
observamos que la actividad Fe-SOD fue ligeramente menor en los frutos FO3 que en los
frutos EO3 de las variedades analizadas. Ademads, se detectaron ligeras diferencias entre
las movilidades de las bandas de la CuZn-SOD II en la cosecha FO3 de Biela y Dulce

[taliano con respecto alos frutos E03. Para una mejor resolucién y separacién de las CuZn-
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SODs se utilizé la técnica de isoelectroenfoque (Fig. 4.38B). En las muestras de la cosecha
EO3 de Biela y Dulce Italiano se detectaron tres isoenzimas con actividad CuZn-SOD,
mientras que en la cosecha F03 de Biela s6lo se detect6 una CuZn-SOD que se
correspondia con la banda intermedia de E03. Hasta ahora no se ha podido establecer una
correspondencia entre las CuZn-SODs detectadas por EGPA-nativa y por

isoelectroenfoque en frutos de pimiento.

A EGPA-NATIVA

VERGASA BIELA  GALILEO DIT

Mn-SOD —
Fe-SOD —

CuZn-SOD I—
CuZn-SOD II —

E03 F03 E03 FO3 [EO03 F03 E03 F03

B ISOELECTROENFOQUE
pH BIELA DIT

@

— Mn-SOD

— Fe-SOD

v

D)

Z} CuZn-SODs

E03 F03 EO03

Fig. 4.38. Actividad isoenzimatica superoxido dismutasa (SOD) en frutos de pimiento de distintas variedades
sometidas a variaciones ambientales. Los frutos de las variedades Vergasa, Biela, Galileo y Dulce italiano (DIT) se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). A, EGPA-nativa de extractos crudos de
pimiento (100 pg/pocillo). B, isoelectroenfoque de extractos crudos de frutos de pimiento (100 pg/pocillo). Se indican el
rango de pH empleado. En ambos casos se muestran las isoenzimas detectadas caracterizadas en base al empleo de
los inhibidores KCN y H,0,.

4.4.4.3. Expresion de mRNA

Se utiliz6 la técnica de PCR semicuantitativa para el estudio de la expresiéon de las
distintas isoformas de SOD en frutos de pimiento de distintas variedades sometidas a
variaciones ambientales (E03 y F03). Para ello se diseharon cebadores especificos (Tabla
3.4), a partir de la secuencia de cDNA de Mn-SOD (ntmero de acceso: AF036936), Fe-SOD
(ntmero de acceso: AY173123) y CuZn-SOD (ntimero de acceso: AF009734) de frutos de
Capsicum annuum L. depositadas en la base de datos del NCBI. Con estos cebadores y
mediante RT-PCR se obtuvieron 3 fragmentos de 314, 352 y 459 pares de bases,

respectivamente (Anexo II, Fig. 3A), que se clonaron en el vector pGEM-T Easy y se
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secuenciaron. Estas secuencias compartian una homologia del 100%, con las secuencias
conocidas de Mn-SOD, Fe-SOD y CuZn-SOD de fruto de Capsicum annuum L.

Para el anédlisis por RT-PCR semicuantitativa se utiliz6 como patrén interno la
actina. Considerando que la cantidad de DNA amplificada debia estar dentro de la fase
exponencial de amplificacion se realizé la prueba de ciclos para las SODs y para la actina.
En este caso, el nimero de ciclos fue de 28 para la actina y de 28, 28 y 24 para la Mn-SOD,
Fe-SOD y CuZn-SOD, respectivamente (Anexo 1, Fig. 3B). Tras establecer las condiciones
apropiadas, se analiz6 la expresion de las SODs de los frutos de pimiento. Las figuras
4.39A, 440A y 4.41A nos permiten analizar la expresion de las distintas SODs de pimiento
entre los frutos E03 y FO3 (las calibraciones, en cada una de las variedades, se hicieron en
base a los frutos E03; valor 1) y las Figuras 4.39B, 4.40B y 4.41B nos permite comparar la
expresion de las SODs entre variedades (todos los valores se refieren al fruto E03 de
Galileo; valor 1). La expresion de la Mn-SOD (Fig. 4.39) fue menor en frutos FO3 que en
frutos EO3 de la variedad Vergasa. La expresion de la Mn-SOD en las otras variedades
estudiadas no presentaron diferencias significativas entre los frutos E03 y FO3. Tampoco
se observaron diferencias significativas en la expresion de la Mn-SOD entre variedades
(Fig. 4.39B). La expresion de la Fe-SOD (Fig. 4.40) s6lo mostraba diferencias significativas
en los frutos de la variedad Dulce Italiano, donde dicha enzima se expresaba menos en
frutos FO3 que en los E03. En cuanto a la CuZn-SOD (Fig. 4.41), se detecté un aumento de
su expresion en frutos de la variedad Vergasa respecto a las otras variedades en ambas
cosechas E03 y FO3.
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Fig. 4.39. Expresion diferencial de Mn-SOD de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa
sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y febrero de 2003
(E03 y FO3, respectivamente). El analisis se realizd por RT-PCR semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los
frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de amplificacion fueron visualizados con
bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en la expresion de Mn-SOD. La razén
indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la Mn-SOD sobre la actina usada como control interno
después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en
cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2
se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de Mn-
SOD. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se asigné el valor 1.
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Fig. 4.40. Expresion diferencial de Fe-SOD de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa
sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y febrero de 2003
(E03 y FO3, respectivamente). El andlisis se realizd por RT-PCR semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los
frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de amplificacion fueron visualizados con
bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en la expresion de Fe-SOD. La razén
indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la Fe-SOD sobre la actina usada como control interno
después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en
cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2
se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de Fe-
SOD. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se asigné el valor 1.
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Fig. 4.41. Expresion diferencial de CuZn-SOD de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa
sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y febrero de 2003
(E03 y FO3, respectivamente). El andlisis se realizé por RT-PCR semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los
frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de amplificacion fueron visualizados con
bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en la expresion de CuZn-SOD. La razon
indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la CuZn-SOD sobre la actina usada como control interno
después de su normalizacion, y se expresa en el numero de veces respecto al control, al que se asignd el valor de 1 en
cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2
se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de CuZn-
SOD. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se asigné el valor 1.
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4.4.5. Ascorbato peroxidosa

4.4.5.1. Actividad total

El estudio de la actividad ascorbato peroxidasa (APX) en frutos de pimiento de distintas
variedades sometidos a variaciones ambientales (EO3 y F03), muestra que dicha actividad
era superior en las variedades Vergasa, Biela y Galileo que en la variedad Dulce Italiano.
A su vez, dicha actividad se incrementaba en los frutos E03 respecto a los FO3 en las
variedades Vergasa y Biela. Este fenémeno se invirtié en la variedad Galileo, donde la
APX disminuy6 durante FO3 (Fig. 4.42).
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4.4.5.2. Expresion de mRNA

Se analiz6 la expresion del gen de la APX mediante la técnica de PCR semicuantitativa.
Para ello se disefié una pareja de cebadores especificos para la APX de fruto de pimiento
(Capsicum annuum L.) a partir de la secuencia depositada en la base de datos del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov; namero de acceso X81376). Con el fin de comprobar la fiabilidad

de los cebadores, la banda obtenida, de 485 pb, se amplificé por la técnica de PCR (Anexo
II, Fig. 4), se lig6 al vector pPGEM-T Easy y se secuencié obteniendo asi una secuencia con
un 100% de identidad con la secuencia de APX de Capsicum annuum L. depositada en la
base de datos.

Posteriormente se analizé el namero de ciclos de la PCR necesarios para alcanzar
la fase exponencial de amplificacién para cada pareja de cebadores (Anexo I, Fig. 4). Para
la actina se utilizaron 28 ciclos y para la APX 24. La temperatura de hibridacién utilizada
fue de 55°C. Con estas condiciones se llevé a cabo el estudio de la expresién de la APX en
los frutos de pimiento indicados anteriormente (Fig. 4.43). La figura 4.43A nos permite
analizar la expresiéon de la APX entre los frutos EO3 y FO3 de cada variedad (las
calibraciones, en cada una de las variedades, se hicieron en base a los frutos E03; valor 1) y
la Figura 4.43B nos permite comparar la expresiéon de la APX entre variedades (todos los
valores se refieren al fruto E03 de Galileo; valor 1). Tan sélo se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion de la APX de frutos de la variedad Biela, donde

la expresion de dicha enzima aumenté en FO3 respecto a E03. Este aumento de expresion
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coincidi6é con el aumento de actividad APX en dicha muestra (Fig. 4.42). Entre variedades,

la expresion de la APX no experiment6 diferencias significativas.

A

Recogida

Razén

=
v

Unidades arbitrarias

[

e
v

=}

Galileo Biela

D. Italiano

E03 F03 E03 F03 [EO03 Fo3

Bl E03
| F03

Vergasa
E03 Fo03

B

Unidades arbitrarias

N~

=
w

-

e
w

o

Bl Galileo

O Biela

M D. Italiano
O Vergasa

E03 F0o3

Fig. 4.43. Expresion diferencial de ascorbato peroxidasa (APX) de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce
italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de
enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR semicuantitativa a partir del
RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de
amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en
la expresion de APX. La razon indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la APX sobre la actina usada
como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al control, al que se
asigno el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores
a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad
en la expresion de APX. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se
asigno el valor 1.

4.4.6. Glutation reductasa (GR)
4.4.6.1. Actividad total

Se llevé a cabo el andlisis de la actividad glutation reductasa (GR) en las distintas

variedades de pimiento y variaciones ambientales descritas con anterioridad (Fig. 4.44).

La actividad GR descendié significativamente (p<0,005) en frutos de pimiento de la

cosecha FO3 respecto a la de E03 en todas las variedades estudiadas. La actividad GR fue

mayor (p<0,005) en frutos de la variedad Biela que en las otras variedades estudiadas,

tanto en las condiciones E03 como en las F03. A su vez, es destacable, la presencia de

menor actividad glutation reductasa en los frutos de la variedad Dulce Italiano respecto a

las demaés variedades, al igual que ocurria con la actividad ascorbato peroxidasa.
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Fig. 4.44. Actividad glutation reductasa (GR) en
frutos de distintas variedades de pimiento. Los
ensayos de actividad se llevaron a cabo en las
variedades Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo
en frutos cosechados a mediados de enero y de
febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El
asterisco indica los cambios estacionales
significativos con respecto a los frutos E03 en
cada variedad analizada. Los valores indicados
son la media de 5 experimentos + el error
estandard de la media (ESM).
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4.4.6.2. Aislamiento del cDNA parcial

Para obtener la secuencia del clon parcial de la GR de frutos de pimiento se llevé a cabo el
disefio de una pareja de cebadores degenerados para dicho gen. El diseno de dichos
cebadores se realiz6 mediante el alineamiento de secuencias conocidas de glutation
reductasa de otras especies como Nicotiana tabacum y Lycopersicum esculentum, utilizando
para ello el programa OMIGA 2 (Oxford Molecular). Con este par de cebadores, F-GR1 y
R-GR1 (Tabla 3.3), y mediante RT-PCR se obtuvo una banda de 509 pb (Anexo 1I, Fig. 5A)
que se ligd al vector pGEM T easy, se cloné y se secuencié. La secuencia obtenida fue

depositada en las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov; nimero de acceso

AY547351) y presentaba un 84% y 82% de identidad con la secuencia de la glutation
reductasa citos6lica de Pisum sativum y Arabidopsis thaliana, respectivamente (Anexo I, Fig.
2). A partir de la secuencia de GR de pimiento obtenida, se disenaron unos cebadores
especificos, F-GR2 y R-GR2 (Tabla 3.4) que fueron utilizados a continuacién en los

estudios de expresion de dicho gen en los frutos de pimiento.

4.4.6.3. Expresion de mRNA

Los estudios de expresion del gen de la GR se llevaron a cabo mediante la técnica de RT-
PCR semicuantitativa. Para dicho anélisis se utilizaron los cebadores especificos para la
GR obtenidos anteriormente y los de la actina como patrén interno (Tabla 3.4). Mediante
RT-PCR se analizaron los ntmeros de ciclos y temperatura de hibridaciéon que
determinaban la fase exponencial de amplificacién. En el caso de la actina, se utilizaron 28
ciclos, al igual que para la glutation reductasa (Anexo II, Fig. 5B) y la temperatura de
hibridacién utilizada fue de 55°C en ambos casos. La Figura 4.45A muestra la expresion
de la GR entre los frutos E03 y FO3 (las calibraciones, en cada una de las variedades, se
hicieron en base a los frutos E03; valor 1) y la Figura 4.45B representa la expresién de la
GR entre variedades (todos los valores estan referidos al fruto E03 de Galileo; valor 1).
Estos resultados nos indican que la expresion de dicha enzima no variaba
significativamente entre EO3 y F03, salvo en la variedad Galileo donde la expresién de la
GR era menor en F03 que en E03. La expresiéon de la GR no mostré diferencias entre

variedades en las dos cosechas analizadas (Fig. 4.45B).

4.4.7. Monodeshidroascorbato reductasa

4.4.7.1. Aislamiento del cDNA parcial

Para la obtencién del clon parcial del gen de la monodeshidroascorbato reductasa (MDAR) se
utilizé la pareja de cebadores F-MDAR1 y R-MDARI1 (Fig. 3.3). Estos cebadores se
disefiaron mediante el alineamiento con el programa OMIGA 2 de secuencias de MDAR
de Lycopersicum esculentum y Pisum sativum. Mediante RT-PCR se obtuvo una sola banda
de 279 pb (Anexo 11, Fig. 6A) que se lig6 al vector pPGEM-T Easy, se cloné y secuencié. La

secuencia del clon parcial de la monodeshidroascorbato reductasa de Capsicum annuum L.
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presentaba una identidad del 88% y del 80% con la secuencia de la MDAR de Arabidopsis
thaliana y Pisum satioum, respectivamente (Anexo I, Fig. 3). Esta secuencia fue depositada
en las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov; AY652702). A partir de esta

secuencia se disenaron cebadores especificos (F-MDAR2 y R-MDAR2) que fueron

utilizados posteriormente en los estudios de expresion mediante PCR semicuantitativa.
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Fig. 4.45. Expresion diferencial de glutation reductasa (GR) de frutos de las variedades Galileo, Biela, Dulce
italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de
enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR semicuantitativa a partir del
RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas. Los productos de
amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto de la cosecha en
la expresion de GR. La razon indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la GR sobre la actina usada
como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al control, al que se
asigno el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes. Valores inferiores
a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B, efecto de la variedad
en la expresion de GR. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de Galileo E03, al que se
asigno el valor 1.

4.4.7.2. Expresion de mRNA

Los estudios de expresion de la MDAR de fruto de pimiento se llevaron a cabo mediante
la técnica de PCR semicuantitativa. Para ello primero se analizaron los nimeros de ciclos
y temperaturas de hibridacién necesarias para alcanzar la fase exponencial de
amplificacién en el patrén interno o actina y el gen diana o MDAR. Los ntimeros de ciclos
establecidos fueron de 28 y 24 para la actina y la MDAR, respectivamente (Anexo II, Fig.
6B). La temperatura de hibridaciéon utilizada fue de 55°C para ambos casos.

Una vez establecidas las condiciones para la PCR semicuantitativa, se llevé a cabo
el estudio de expresién del gen de la MDAR en las distintas variedades y condiciones
ambientales (E03 y FO3) estudiadas. La expresion de la MDAR no presentaba diferencias
significativas entre los frutos de pimiento E03 y F03, salvo en la variedad Dulce Italiano
donde hubo una disminucién de la expresiéon de MDAR en FO03 respecto a E03 (Fig.
4.46A). Entre variedades, la expresion de MDAR fue significativamente mayor en frutos
FO3 de la variedad Biela y Vergasa que en Galileo y Dulce Italiano. La variedad con menor

expresion de la MDAR fue Dulce Italiano (Fig. 4.46B), especialmente en F03. Esto tltimo
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se corresponde con los resultados obtenidos para la actividad GR y APX pertenecientes a

la misma ruta metabdlica.
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Fig. 4.46. Expresion diferencial de monodeshidroascorbato reductasa (MDAR) de frutos de las variedades
Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR
semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas.
Los productos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto
de la cosecha en la expresion de MDAR. La razon indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la MDAR
sobre la actina usada como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces respecto al
control, al que se asignd el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos diferentes.
Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la expresion. B,
efecto de la variedad en la expresion de MDAR. Los valores representados se obtuvieron por referencia a los datos de
Galileo E03, al que se asigno el valor 1.

4.4.8. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

4.4.8.1. Actividad total

Se analizé la actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en las distintas
variedades de frutos de pimiento y recogidas ya descritas (Fig. 4.47). En nuestras
condiciones, se produjo un descenso (p<0,05) de la actividad G6PDH en los frutos FO3
respecto a los E03 de las variedades Biela y Dulce Italiano. En Vergasa y Galileo las
diferencias no fueron significativas.

Por otro lado, se analiz6 el contenido proteico de la G6PDH en dichas muestras
mediante transferencia de western empleando anticuerpos frente a la G6PDH de
levadura. La banda obtenida correspondia con un peso molecular de 56 kDa. En dicho
andlisis se identific6 un descenso en el contenido proteico de G6PDH en frutos F03
respecto a EO3 en todas las variedades analizadas. La variedad de fruto de pimiento con

mayor contenido proteico de G6PDH fue Galileo, tanto en E03 como FO3 (Fig. 4.47).
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Fig. 4.47. Actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en frutos de distintas variedades de pimiento.
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo en frutos
cosechados a mediados de enero y de febrero de 2003 (E03 y FO3, respectivamente). El asterisco indica los cambios
estacionales significativos con respecto a los frutos E03 en cada variedad analizada. Los valores indicados son la media
de 5 experimentos + el error estandard de la media (ESM). En los ensayos de transferencia de western se emplearon
anticuerpos frente a la GBPDH de Saccharomyces cerevisae (dil. 1:1000) y se cargaron 30 pg proteina/pocillo.

4.4.8.2. Aislamiento del cDNA parcial

Para la obtencién del clon parcial de la G6PDH se utiliz6 una pareja de cebadores
degenerados (F-G6PDH1 y R-G6PDH1) (Tabla 3.3). Estos cebadores se disefiaron
mediante el alineamiento con el programa OMIGA 2 de secuencias de G6PDH de Solanum
tuberosum y de Lycopersicon esculentum. Mediante RT-PCR se obtuvo una sola banda de
255 pb (Anexo II, Fig. 7A) que se lig6 al vector pGEM-T Easy, se cloné y secuencié. La
secuencia del clon parcial de la G6PDH de Capsicum annuum L. presentaba una identidad
del 98% y 94% con la G6PDH de Solanum tuberosum y de Pisum sativum, respectivamente
(Anexo I, Fig. 4). Esta secuencia fue depositada en las bases de datos del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov; AY652703). A partir de esta secuencia se disenaron cebadores

especificos (F-G6PDH2 y R-G6PDH2) que fueron utilizados posteriormente en los
estudios de expresion.

4.4.8.3. Expresion de mRNA
Utilizando los cebadores especificos de G6PDH disenados en el apartado anterior, se
procedi6 al estudio de la expresién de dicho gen mediante RT-PCR semicuantitativa. Para
ello se establecieron las condiciones adecuadas de ntimeros de ciclos y temperatura de
hibridacién para las dos parejas de cebadores utilizadas, las del gen diana o G6PDH (28
ciclos) y la del patrén interno o actina (28 ciclos) (Anexo II, Fig. 7B).

La Figura 4.48A muestra la expresién de la G6PDH entre los frutos EO3 y FO3 (las
calibraciones, en cada una de las variedades, se hicieron en base a los frutos E03; valor 1) y

la Figura 4.48B representa la expresion de la G6PDH entre variedades (todos los valores
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estan referidos al fruto EO3 de Galileo; valor 1). La expresiéon de la G6PDH disminuia
Gnicamente en los frutos FO3 de la variedad Dulce Italiano respecto a los E03. En cuanto a
la expresion de la G6PDH entre variedades, observamos que entre los frutos EO3 la mayor
expresion de la G6PDH se producia en la variedad Dulce Italiano y entre los frutos FO3 en
la variedad Vergasa (Fig. 4.48B).
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Fig. 4.48. Expresion diferencial de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de frutos de las variedades
Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR
semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas.
Los productos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto
de la cosecha en la expresion de G6PDH. La razon indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la
G6PDH sobre la actina usada como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces
respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos
diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la
expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de G6PDH. Los valores representados se obtuvieron por referencia a
los datos de Galileo E03, al que se asigno el valor 1.

4.4.9. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa

4.49.1. Actividad total

Asimismo, se analiz6 la actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) en las
distintas variedades y condiciones ya indicadas (Fig. 4.49). Segun esto, la actividad
6PGDH descendi6é (p<0,01) en los frutos FO3 respecto a los E03 de las variedades Biela,
Dulce Italiano y Galileo. En Vergasa las diferencias no fueron significativas.

Mediante la técnica de inmunotransferencia y con los anticuerpos policlonales
producidos en huevo de pollo frente a la 6PGDH de espinaca se detect6 una banda de 50
kDa. El estudio comparativo entre las muestras analizadas, nos revel6 un mayor
contenido de la 6PGDH en frutos EO3 que en FO03 de las variedades Dulce Italiano y
Galileo. En las variedades Vergasa y Biela, no se detecté ninguna banda de 6PGDH.

4.4.9.2. Aislamiento del cDNA parcial
Al igual que en el caso de la G6PDH, la secuencia del gen de la 6PGDH era desconocida
para frutos de pimiento. Por ello y como en otras ocasiones, se realiz6 el alineamiento de

distintas secuencias conocidas de 6PGDH de especies como Nicotiana tabacum y
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Lycopersicum esculentum. Para dicho alineamiento se utilizé el programa OMIGA 2. A
partir de dicho alineamiento se buscaron las zonas mdas conservadas, a partir de las cuales
se disenaron los cebadores degenerados indicados en la Tabla 3.3 (F-6PGDH1 y F-
6PGDH1). Mediante RT-PCR (Anexo II, Fig. 8A), clonacién en un vector pGEM T Easy y
secuenciacion se obtuvo la secuencia parcial del gen de la 6PGDH de fruto de pimiento.
Dicha secuencia fue depositada en las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov;
AY532646). La secuencia del clon parcial de la 6PGDH de Capsicum annuum L. presentaba
una identidad del 87% con la 6PGDH de Arabidopsis thaliana y Spinacia oleracea (Anexo I,

Fig. 5). A partir de dicha secuencia se disenaron los cebadores especificos que se utilizardn
en el estudio de expresiéon mediante PCR semicuantitativa (F-6PGDH2 y R-6PGDH2).
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Fig. 4.49. Actividad 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) en frutos de distintas variedades de pimiento.
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo en frutos
cosechados a mediados de enero y de febrero de 2003 (E03 y FO3, respectivamente). El asterisco indica los cambios
estacionales significativos con respecto a los frutos E03 en cada variedad analizada. Los valores indicados son la media
de 5 experimentos + el error estandard de la media (ESM). En los ensayos de transferencia de western se emplearon
anticuerpos frente a 6PGDH espinaca (dil. 1:1000) y se cargaron 30 ug proteina/pocillo.

4.4.9.3. Expresion de mRNA

Como en los casos anteriores, se utiliz6 como patrén interno el gen de la actina, cuya
expresion era constitutiva en frutos de pimiento. En primer lugar, se establecieron las
condiciones de ntmero de ciclos y temperatura de hibridacién para ambas parejas de
cebadores, siendo de 36 ciclos para la pareja de cebadores de la 6PGDH y de 28 ciclos para
la actina (Anexo I, Fig. 8B). La temperatura de hibridacién utilizada fue de 55°C en ambos
casos. La expresion de la 6PGDH no presentaba diferencias significativas entre los frutos
EO3 y FO3 de las variedades estudiadas (Fig. 4.50A). Se detect6 un incremento en la
expresion de la 6PGDH de Dulce Italiano respecto a las demés variedades en los frutos

EO03 (Fig. 4.50B). Por otro lado, los frutos E03 y FO3 de la variedad Vergasa eran los que
expresaban los niveles mas bajos de 6PGDH.
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Fig. 4.50. Expresion diferencial de 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de frutos de las variedades
Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El analisis se realizd por RT-PCR
semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas.
Los productos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto
de la cosecha en la expresion de 6PGDH. La razén indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la
6PGDH sobre la actina usada como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces
respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos
diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la
expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de 6PGDH. Los valores representados se obtuvieron por referencia a
los datos de Galileo E03, al que se asign6 el valor 1.

4.4.10. NADP-isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH)

4.4.10.1. Actividad total

La actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+* (NADP-ICDH) descendi6
significativamente (p<0,01) en los frutos de pimiento FO3 respecto a los E03 de todas las
variedades analizadas (Fig. 4.51). La mayor actividad de la NADP-ICDH se detect6 en la
variedad Biela, especialemente en E03, mientras que Vergasa fue la variedad con menor
actividad NADP-ICDH tanto en E03 como FO3.

Mediante inmunotransferencia en la que se emple6 un anticuerpo frente al péptido
de la ICDH de guisante se identific6 una sola banda de 45 kDa, correspondiente a la
NADP-ICDH de fruto de pimiento (Fig. 4.51). En cuanto a la intensidad de las distintas
bandas, detectamos una disminucién del contenido de la NADP-ICDH en frutos FO3 en
comparacién con los E03, en todas las variedades analizadas. Por otro lado, la variedad

con mayor contenido proteico de NADP-ICDH fue Dulce Italiano.

4.4.10.2. Aislamiento del cDNA parcial

Se alinearon las secuencias del gen de la ICDH de Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum
con el fin de determinar las zonas més conservadas para el disefio de cebadores. Ello se
llevé a cabo con el programa OMIGA 2 y los cebadores obtenidos se indican en la Tabla
3.3 (F-ICDH1 y R-ICDH1). Mediante RT-PCR (Anexo 1II, Fig. 9A), ligacién al pGEM-T Easy
y secuenciacion se obtuvo la secuencia del clon parcial de la ICDH de Capsicum annuum L.

Dicha secuencia se deposité en la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov;
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AY572426). La secuencia del clon parcial de la ICDH de pimiento presentaba una
identidad del 94% con la ICDH de Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum (Anexo I, Fig. 6).
A partir de dicha secuencia se disenaron los cebadores especificos que utilizamos en la
PCR semicuantitativa (F-ICDH2 y R-ICDH?2).
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Fig. 4.51. Actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH) en frutos de distintas variedades de pimiento.
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo en frutos
cosechados a mediados de enero y de febrero de 2003 (E03 y FO3, respectivamente). El asterisco indica los cambios
estacionales significativos con respecto a los frutos E03 en cada variedad analizada. Los valores indicados son la media
de 5 experimentos + el error estandard de la media (ESM). En los ensayos de transferencia de western se emplearon
anticuerpos frente a ICDH de guisante (dil. 1:1000) y se cargaron 30 g proteina/pocillo.

4.4.10.3. Expresion de mRNA

Se llev6 a cabo el estudio de la expresion del gen de la ICDH en los frutos de pimiento y
las variaciones ambientales establecidas. Para ello se utilizé la pareja de cebadores
disenada en el apartado anterior. En primer lugar, se analizé el nimero de ciclos y
temperatura de hibridacién que determinan una amplificacién exponencial en la PCR
para las parejas de cebadores utilizadas, la del gen diana o ICDH y la del patrén interno o
actina, siendo de 28 ciclos en los dos casos (Anexo II, Fig. 9B). La temperatura de
hibridacién utilizada fue de 55°C para las dos parejas de cebadores. Mediante la técnica de
PCR semicuantitativa y utilizando un gel de agarosa al 0,8% se obtuvieron los resultados
mostrados en la Figura 4.52. La expresion de la ICDH era mayor en frutos FO3 de la
variedad Biela que en los frutos E03 (Fig. 4.52A). Por otro lado, en la variedad Vergasa la
expresion de la ICDH disminuy6 en FO3 respecto a E03. En Dulce Italiano y Galileo la
expresion de la ICDH no presentaba diferencias significativas entre frutos E03 y FO3.
Nuestros resultados indicaron que la expresiéon de la ICDH no presentaba diferencias

significativas entre variedades (Fig. 4.52B).
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Fig. 4.52. Expresion diferencial de NADP-isocitrato deshidrogenasa (NADP-ICDH) de frutos de las variedades
Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR
semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas.
Los productos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto
de la cosecha en la expresion de NADP-/CDH. La razon indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la
NADP-/ICDH sobre la actina usada como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de
veces respecto al control, al que se asigno el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres
experimentos diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas
en la expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de NADP-/CDH. Los valores representados se obtuvieron por
referencia a los datos de Galileo E03, al que se asignd el valor 1.

4.4.11. Enzima malico (EM)

Se determiné la actividad del enzima malico (EM) en los frutos de pimiento de las
variedades y condiciones ambientales ya establecidas. La actividad EM disminuy6
considerablemente (p<0,05) en frutos FO3 en comparacion a los E03 en todas las
variedades analizadas. La variedad Biela presentaba los niveles mas altos de actividad EM
en ambas cosechas, mientras que Dulce Italiano era la variedad con menor actividad (Fig.
4.53).
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variedades Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo
en frutos cosechados a mediados de enero y de
febrero de 2003 (EO3 y FO3, respectivamente). El
asterisco indica los cambios estacionales
significativos con respecto a los frutos E03 en
cada variedad analizada. Los valores indicados
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4.4.12. NADPH total
Se hizo una estimacién tedrica del NADPH generado que aportarian las deshidrogenasas
descritas anteriormente en nuestro material vegetal. Como se indica en la Fig. 4.54 en

todas las variedades se obtuvo una disminucién de NADPH en la cosecha FO03.
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Fig. 4.54. NADPH total en frutos de cuatro variedades de pimiento. Este valor representa el NADPH que
teoricamente generarian las NADP-deshidrogenasas analizadas y se obtiene sumando la actividad de las enzimas
generadoras de NADPH anteriormente estudiadas. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades
Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo en frutos cosechados a mediados de enero y de febrero de 2003 (E03 y F03,
respectivamente).

4.4.13. L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa

La enzima L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH) es la que cataliza la tltima
reaccion en la sintesis de ascorbato en plantas. Estudios recientes atribuyen a esta enzima
una importante funcién reguladora de dicho proceso. En base a esto y a que los frutos de
pimiento son ricos en vitamina C, se ha llevado a cabo el estudio de la actividad y
expresion de la GalLDH en frutos de pimiento de distintas variedades sometidas a

variaciones ambientales (EO3 y FO3).

4.4.13.1. Actividad total

La Figura 4.55 representa los valores de actividad GalLDH en los frutos de pimiento
seleccionados. Como se puede observar, la actividad GalLDH era mas alta (p<0,05) en los
frutos de la recogida E03 que en los FO3 de las variedades Vergasa, Biela y Dulce Italiano.
Entre todas las variedades de pimiento estudiadas, Biela era la que presentaba mayor
actividad GalLDH. Entre variedades, los frutos sometidos a las condiciones F03 no

presentan diferencias significativas en la actividad GalLDH.

Fig. 4.55. Actividad L-galactono-y-lactona

GalLDH m E03 deshidrogenasa (GalLDH) en frutos de

1500 O Fo3 distintas variedades de pimiento. Los ensayos
de actividad se llevaron a cabo en las variedades
Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo en frutos
cosechados a mediados de enero y de febrero de

2003 (E03 y FO3, respectivamente). El asterisco
* * * indica los cambios estacionales significativos con
m respecto a los frutos EO3 en cada variedad

analizada. Los valores indicados son la media de
Vergasa  Biela Dulce Galileo

. 5 experimentos + el error estandard de la media
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4.4.13.2. Expresion de mRNA

Se llev6 a cabo el estudio de expresion de la GalLDH, mediante PCR semicuantitativa. Los
cebadores especificos utilizados en este caso son los descritos en la Figura 3.6 (F-GLDH PP
y R-GLDH PP), disefiiados para la obtencién de la secuencia completa del gen de la
GalLDH de pimiento que describiremos mas adelante en este apartado de Resultados.
Estos cebadores amplificaron un fragmento de 388 pb de la GalLDH de pimiento (Anexo
I, Fig. 10A). Por otro lado, se analizé el nimero de ciclos y temperatura de hibridacién
necesarios para alcanzar la fase exponencial de amplificacién con los cebadores del patrén
interno o actina (28 ciclos) y con los de la GalLDH (34 ciclos) (Anexo II, Fig. 10B). La
temperatura de hibridacién utilizada fue de 55°C para las dos parejas de cebadores. La
expresion de la GalLDH descendié en frutos FO3 respecto a los EO3 en las variedades
Dulce [taliano y Galileo (Fig. 4.56A). En Vergasa, por el contrario, la expresion de la
GalLDH fue mayor en frutos FO3 que en frutos E03. En Biela las diferencias de expresion
de la GalLDH entre frutos E03 y FO03 no fueron significativas. Entre variedades,
observamos que Biela y Vergasa presentaban menor expresiéon de la GalLDH que Dulce
Italiano y Galileo en la cosecha E03, mientras que en recogida FO3 estos resultados se

invertian, siendo Biela y Vergasa las que presentaban mayor expresion de la GalLDH.

A B Eo3 B H Galileo
1,5 - u F03 I:I Biela
§ M D. Italiano
& 15
£ 14 @ Vergasa
£ @
‘g
2 g 1
805 =
"g 2
© 5
=1 0,5
L z
Galileo Biela D. Italiano Vergasa o]
Recogida E03 F03 FE03 F03 E03 F03 E03 Fo03 :‘)-'-' 0
Actina E03 Fo3
GalLDH

Razén 1 907 1 11 1 06 1 14

Fig. 4.56. Expresion diferencial de L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH) de frutos de las variedades
Galileo, Biela, Dulce italiano y Vergasa sometidos a cambios ambientales. Los frutos de las variedades se
recogieron a mediados de enero y febrero de 2003 (E03 y F03, respectivamente). El anélisis se realizé por RT-PCR
semicuantitativa a partir del RNA total aislado de los frutos de pimiento de las variedades y condiciones mencionadas.
Los productos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y luz ultravioleta en geles de agarosa. A, efecto
de la cosecha en la expresion de GalLDH. La razén indica los niveles relativos del producto de amplificacion de la
GalL.DH sobre la actina usada como control interno después de su normalizacion, y se expresa en el nimero de veces
respecto al control, al que se asignd el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres experimentos
diferentes. Valores inferiores a 0,8 y superiores a 1,2 se consideran que muestran diferencias significativas en la
expresion. B, efecto de la variedad en la expresion de GalLDH. Los valores representados se obtuvieron por referencia a
los datos de Galileo E03, al que se asigno el valor 1.
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4.5. SINTESIS DE ASCORBATO EN PLANTAS DE PIMIENTO

Los resultados obtenidos hasta ahora nos muestran que el ascorbato podria jugar un papel
importante en la maduracién del fruto de pimiento y por ello nos centramos en el estudio
de algunas de las enzimas implicadas en la sintesis de este antioxidante. Se analiz6 la
actividad y expresion de la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH) y la actividad
de la L-galactosa deshidrogenasa (GalDH) en distintos 6rganos de la planta de pimiento
(hoja, flor, tallo, fruto verde y fruto rojo). Por otro lado, se estudi6 la actividad nucleosido

difosfato quinasa (NDPK) en frutos verdes, rojos y amarillos.

4.5.1. L-Galactosa deshidrogenasa en plantas de pimiento

4.5.1.1. Actividad total

Se analiz6 la actividad L-galactosa deshidrogenasa (GalDH) en hojas, flores, tallos y frutos
verdes y maduros (rojos o amarillos) de pimiento de dos variedades distintas, Vergasa y
Biela. En Vergasa, los niveles mas altos de actividad GalDH se detectaron en frutos
maduros (rojos) y apenas se detecté actividad en las flores completas (Fig. 4.57). En la
variedad Biela, también la maduracién del fruto iba acompanada de un ascenso en la
actividad GalDH (Fig. 4.58). Por tanto, en ambas variedades era en el fruto maduro donde

se detectaron los mayores niveles de actividad GalDH.

6+ L-Galactosa deshidrogenasa (GalDH)
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T ‘5 4 Fig. 4.57. Actividad L-galactosa
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g ] variedad Vergasa. Los valores indicados
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Fruto Verde Fruto Rojo Hoja Flor Tallo
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4.5.1.2. Aislamiento del cDNA parcial
Para el estudio de la secuencia del clon parcial de la galactosa deshidrogenasa (GalDH) de
fruto de pimiento se disefiaron cebadores degenerados a partir del alineamiento de las

secuencias de GalDH de Arabidopsis thaliana y Spinacia oleracea. Para ello, como en otros
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casos, se utilizé el programa OMIGA 2. Mediante la correspondiente RT-PCR, clonacién
en un vector pGEM-T Easy y secuenciacién se obtuvo la secuencia parcial del gen de la
GalDH de fruto de pimiento. La secuencia obtenida fue depositada en la base de datos del
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov; AY995156). Esta secuencia presenta una homologia del
89% y 83% con la secuencia de GalDH de Arabidopsis thaliana (AJ417563) y Spinacia oleracea
(AB160990), respectivamente (Anexo I, Fig. 7).

4.5.2. L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa en plantas de pimiento

4.5.2.1. Actividad total

Se estudi¢ la actividad L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH) en frutos verdes,
maduros (rojos y amarillos), hojas, flores y tallos de las variedades Vergasa y Biela. En la
variedad Vergasa la actividad GalLDH fue mas alta (p<0,005) en los frutos verdes que en
los maduros, detectdindose los mayores niveles de actividad en los tallos (Fig. 4.59). Por
otro lado, era de destacar la muy baja actividad observada en las flores. En Biela, la
actividad GalLDH aumenté (p<0,005) significativamente en frutos maduros (amarillos)
respecto a los frutos verdes siendo ademas el érgano donde mayor actividad se detectéd

(Fig. 4.60). Al igual que en la variedad Vergasa, las flores presentaban la menor actividad.

L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH)
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i & 10 J variedad Vergasa. Los valores indicados
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01 ‘ ‘ ‘ ‘ estandard de la media (ESM).
Fruto Verde Fruto Rojo Hoja Flor Tallo
L-Galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH)
£% a0
5 ] Fig. 4.60. Actividad L-galactono-y-lactona
= g_ 50 | deshidrogenasa (GalLDH) en distintos
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0 ‘ ‘ ‘ ‘ estandard de la media (ESM).
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4.5.2.2. Expresion de la GalLDH en plantas de pimiento mediante PCR cuantitativa

Se ha analizado la expresion del gen de la GalLDH mediante PCR cuantitativa a tiempo
real en distintos 6rganos de la planta de pimiento en las variedades, Vergasa y Biela. Para
ello se utiliz6 el RNA de hojas, tallos, flores y frutos verdes y maduros (rojos o amarillos)

de la planta de pimiento. Por otro lado, se diseharon cebadores especificos para el gen de
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la GalLDH y como patrén interno se emple6 la actina (Tabla 3.6). En Vergasa, la mayor
expresion de la GalLDH (p<0,005) tuvo lugar en flores y hojas, mientras que en frutos y
tallos los niveles de expresién de la GalLDH eran muy similares (Fig. 4.61). En Biela, los
niveles mas altos de expresion de la GalLDH se obtuvieron en flores y en el resto de
6rganos analizados la expresion de la GalLDH no mostré diferencias significativas (Fig.
4.62).

EXPRESION DE GalLDH

o)}
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.3 Fig. 4.61. Expresion del mRNA de la galactono-
5 ylactona  deshidrogenasa (GalLDH) en
% distintos organos de plantas de pimiento de la
"3l variedad Vergasa. El analisis se realizé6 mediante
] PCR cuantitativa a tiempo real en los érganos
3 indicados. Los valores indicados son la media de
= 3 experimentos + el error estandard de la media
5 0 ! ‘ Q L (ESM).

Fruto Verde Fruto rojo Hoja Flor Tallo
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4.5.3. Nucleosido difosfato quinasa (NDPK)

Por ultimo y fruto de una estancia en el laboratorio del Profesor Nicholas Smirnoff de la
Universidad de Exeter (Reino Unido) se llevé a cabo el estudio de la nucledsido difosfato
quinasa (NDPK). Dicha enzima interviene en la generacién de nucleétidos trifosfato como
el GTP, necesario en la ruta de sintesis de ascorbato. Para estudiar la posible implicaciéon
de dicha enzima en la sintesis de ascorbato en nuestro material se analiz6 la actividad
NDPK en frutos de pimiento verdes, rojos y amarillos. Como se aprecia en la Figura 4.63,
la actividad NDPK era superior en los frutos verdes que en los frutos rojos o amarillos,

siendo en éstos ultimos donde se observé la menor actividad NDPK.

2 ACTIVIDAD NDPK

Fig. 4.63. Estudios de la actividad

nucleodsido difosfato quinasa (NDPK),

en frutos de pimiento verde, rojo y

amarillo. Los valores indicados son la
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4.6. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA L-GALACTONO-y-
LACTONA DESHIDROGENASA DE FRUTOS DE PIMIENTO

En los altimos anos se han descrito distintas vias de sintesis de ascorbato en plantas, entre
ellas la descrita por Smirnoff-Wheeler donde la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa
(GalLDH) cataliza la tltima reaccién en la ruta de sintesis del ascorbato. Existen estudios
que muestran la alta susceptibilidad de esta enzima a variaciones medioambientales,
como la transiciéon de luz a oscuridad, que desembocan en un efecto directo sobre la

concentracién de ascorbato (Smirnoff & Pallanca, 1996).

4.6.1. Aislamiento del cDNA

Para la determinacién de las propiedades moleculares de la GalLDH de frutos de
pimiento y para el disefio de anticuerpos especificos para dicha enzima, se procedié al
aislamiento del gen completo de la GalLDH de Capsicum annuum L. En principio, se
disefaron distintas parejas de cebadores degenerados (Fig. 3.6) a lo largo del gen,
utilizando para ello el alineamiento de las secuencias de GalLDH de Nicotiana tabacum,
Arabidopsis thaliana y Lycopersicum esculentum (Fig. 3.5). Con dichas parejas de cebadores y
mediante sucesivas RT-PCRs se obtuvo un cDNA parcial de la GalLDH de Capsicum
annuum L. Finalmente, mediante la técnica 5'-RACE se obtuvo el extremo 5" de dicho gen,
consiguiendo de este modo la secuencia completa de la GalLDH de fruto de pimiento.
Dicha secuencia fue depositada en la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov;
AY547352). La secuencia del gen de la GalLDH de pimiento presentaba una identidad del

88% con la GalLDH de Nicotiana tabacum y de Lycopersicum esculentum (Fig. 4.64).

4.6.2. Propiedades moleculares de 1a GalLDH

El andlisis de la prediccién molecular basada en la secuencia de aminoacidos deducida del
gen de la GalLDH de frutos de pimiento descrita anteriormente proporciond los
resultados indicados en la Tabla 4.2. Dicho andlisis se llevé a cabo mediante las

herramientas bioinformaéticas disponibles en www.expasy.org. Seglin estos datos, la

proteina madura consta de 586 aminoéacidos, siendo el tamano teérico de la subunidad de
62,2 kDa y su punto isoeléctrico (PI) de 6,4. Como ya se ha descrito anteriormente en otras
especies vegetales, la GalLDH de frutos de pimiento presenta un péptido senal
caracteristico de mitocondrias que en nuestro caso se corresponde con los 37 aminodacidos
del extremo amino. Ademads, se trata de una enzima inestable, ya que su indice de
estabilidad es de 43,24 y su coeficiente de extincién molar es de 74,175 M-1 - cm-. Por otro
lado, la GalLDH de pimiento presentaba dominios de unién al FAD, dominios de unién
de FAD/FMN a deshidrogenasas y dominios de unién al UDP-N-acetilmuramato de
ciertas deshidrogenasas (Fig. 4.65).
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PEPTIDO SENAL MITOCONDRIAL

C. annmum M RSEI SKRSL CBFLRYHHHHHHR- - -~ - - - AHRRPESTTPGPRTADAELRKY! GYTLLL 53
L. esculentum | M RSFASKRSL CBLLHHHYRRCRON- POFP! | NPRPFSSSPGPPSSDAELRKYI GYTLLL 59
N. tabacum M. RSLTSKRSLCSLLL HHHHPL RRPNPOL TPENPRPESSTPGPTTSESEL RKY! GYTLLL 60

kkhk ke hhkhkkhkhkkok o« koo .. W kkkke s kkk s s kkhkhkkhkhkh ok kK

VASGAATYY SFPFPENARDKKAQLFRYAPLPDDLHTVTNWSGTHEVRTRTFLQPESI EQL 113
LGSAAATYY SFPFSEDARDKKAQLFRYAPL PDDL HTVSNGSGTHEVRTRAFLQPESVEEL 119
LG(IEAATYYSFPFPENAKNKKAQ_FRYAPLPDDLHTVSNV\SGT HEVQTRTFLQPESI EEL 120

HAKKK KK KK Ko ke r KAK KRR IAI I AR AR R h ke ok hok ks ko kkkkhk ko %

EG VKEGHERKHKI RPVGSGLSPNGI GL TRAGWNLALNMDKVLSVDKEKKRVTVQAG RV 173
EG VKEANVRKHKI RPVGSGLSPNGI GL TRAGWNLALNMDKVLSVDKENKRVTVQAG RV 179
EG VKAANEKKQ?I RPVGSGLSPNGI GL TRAGWNLALNMDKVLNVDEEKKTVTVQAG RV 180

kkkokk . Koo KKK KKK IRI A KK IR KK AR KA AR I AR h ok h ok ok ke ko ok Fkkhkhhdx

QQLVDEI KEYG TLQNFASI REQQ GG VQVGAHGTGARLPPI DEQVI SMKLVTPAKGTI 233
QQLVDEI KEFG TLQNFASI REQQ GG VQVGAHGTGARLPPI DEQVI SMKWTPAKGTI 239
QQLVDAI KEYG TLQNFASI REQQ GG VQVGAHGTGAKLPPI DEQVI SMKLVTPAKGTI 240

khkkkk khhkkohkkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhdhdh. khhhhhhhhhhhe khkhhkhd*

El SKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTL QCVERQEL VEHTFLSNIVKDI KKNHKKFLSEN 293
El SKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTL QCVERQEL VEHTFLSNIVKDI KKNHKKFLSEN 299
El SKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTL QCVERQEL VEHTFLSNIVKDI KKNHKKFLSEN 300

R IR X

KHVKYLHI PYTDAVWWVTCNPVSKL RGPPKHKPI YTTEEAL QHVRDL YQESLKKYRSQVA 353
KHVKYLYI PYTDAVWWVTCNPMSKEKGPPKNKPKYTAEEAL QHVRDLYLESLTKYR- - - - 355
KHVKYLHI PYTDAVVVVTCNPI SKSRGPPKHKPKYTTEEALQ—NRVLYRESLQ(YRGQ\/A 360

AAK KKK e kKK RKK KKK A RF AR Kk kkkks ok ko kkkkkkkdh kk Kk kkk

ASGSPDEPEVDEL SFTELRDKL L VVDPLNKEHVI KVNKAEAEYWRKSEGYRVGWEDEI LG 413
DSGSPSEPEI VEL SFTELRDKL LAVDPLNKEHVI KVNKAEAEYWRKSEGYRVGWSDEI LG 415
DSGSP- EPEI DELSFTELRDKLLALDPLNKEHVI EI NKAEAEFWRKSEGYRVGWSDEI LG 419

khkkk kkke Khkkkkhkkkhhkkkd o kkkkkkkkko o kkkkkkokhkkhkdhkdkrhhrkxk

FDCGGHQWSETCFPAGTL SKPSMKDLEYI EELMQLI EKESVPAPAPI EQRWIACSKSQM 473
FDCGGHQWSETCFPAGTL SKPSMKDLEYI EELMQLI EKESVPAPAPI EQRWIACSKSOM 475
FDCGGHQWSETCFPAGTL SKPSMKDLEYI EELMQLI EKESVPAPAPI EQRWIACSRSRM 479

R R R R X T

SPAYSSADDDI FSWG | MYLPTNVDARQRKQI TEEFFHYRHMTQAQLVWDRYSAFEHWAKI 533
SPAYSSADDDI FSWG | MYLPTVDARQRRQ TEEFFHYRHMIQSQLVDQYSAFDHWAKI 535
SPAYSSADDDI FSWG | MYLPTVDARQRRQ TEEFFHYRHMTQAQLVWDHYSAFEHWAKI 539

khkkkkhkkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhh hhkhhhhkhhhhhdhh, khkh . khhk . khkrk*

EVPKDKEEL AAL QARL KKKFPVDAYNQARNEL DPNHI LSNNMLEKLFPSSEAQ 586
EVPKDI EDLAGLQARL KKKFPVDAYNQARKELDPNRI LSNNMLEKLFPSSEAV 588
EVPKDKEEL AAL QERL KKKLPVDAYNQARKEL DPNRI LSNNMLEKLFI - - - - - 587

kkkkk koekk kk khkhkkokkhkkhkkhhk. hkdhdh . khhkkhhhrkk

Fig. 4.64. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la GalLDH de pimiento y la de la Nicotiana tabacum
(BAB13368 , 587 aminoacidos) y Lycopersicum esculentum (BAC11758; 588 aminoacidos).

Tabla 4.2. Propiedades moleculares de la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa
de frutos de pimiento basadas en la prediccion a partir de la secuencia de

aminoacidos.

Masa molecular de la subunidad 62.234 Da

Punto isoeléctrico (pl) 6,40

Péptido sefial (mitocondrial) 37 aminoacidos (N-terminal)
(MLRSFISKRSLQSFLRYHHHH
HHRAHRRPFSTTPGPP)

Hidrofobicidad 0,481

Coeficiente extincién molar (€,4) 74.175 M cm’1

Indice de estabilidad 43,24 (Inestable)
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Fig. 4.65. Dominios de union de la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa de fruto de pimiento. FAD binding 4,
dominio de unién al FAD; GlcD, dominios de union de FAD/FMN a deshidrogenasas; MurB, dominios de unién al UDP-N-
acetiimuramato de ciertas deshidrogenasas.

)

Por otro lado, se analizaron las posibles regiones transmembranas de la GalLDH
de frutos de pimiento. Dicha aproximacién se llevé a cabo mediante diversos métodos
disponibles en www.expasy.org. El método TMHMM (CBS, Denmark) (Fig. 4.66A)

predecia un dominio transmembrana localizado entre el aminoacido 9 y el 28. Segtn este

mismo estudio los aminodcidos 1 al 8 estarian expuestos a la cara externa de la membrana
y el resto del péptido estarfa en su mayoria expuesto a la cara interna de la membrana. En
este ultimo fragmento expuesto a la cara interna de la membrana se observaron cuatro
pequenos fragmentos que podrian pertenecer a regiones transmembrana con una
probabilidad inferior al 5%. Por el método DAS de la Universidad de Estocolmo (Fig.
4.66B) se identific6 de nuevo un dominio transmembrana principal (entre los aminoacidos
9 y 28) y otros dos dominios transmembrana secundarios. Estos dos nuevos dominios
transmembrana coincidian con dos de las regiones transmembranas hipotéticas descritas

en el método anterior.
A TMHMM

o=} Interior: 1- 8 aa
-§ Transmembrana: 9-28 aa
§ Exterior: 29-549 aa
:
I 3 3 X 3
0 100 200 300 400 500
ITransmembrana Interior Exterior
B , DAS
1 3
. K
2 o
g Y- - - - ______ L O
2 1o
4
;
0
0 100 200 300 400 500
Limite no extricto ------ Limite extricto

Fig. 4.66. Dominios transmembrana de la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa de fruto de pimiento. Este
estudio se ha llevado a cabo por el método TMHMM (CBS, Denmark) (A) y por el método DAS (Stockholm University)
(B). TMHMM, Hélices transmembrana basado en el Modelo Oculto de Markov (Transmembrane Helices based on the
Hidden Markov Model). DAS, Método de alineamiento de superficies densas (Dense Aligment Surface).
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Discusion

El pimiento (Capsicum annuum L.) es un producto horticola de gran importancia
agrondmica ya que es consumido por la mayor parte de la poblacién mundial. Por otro
lado, el pimiento es una especie de alto interés econémico en el sur de Europa, y, sobre
todo, en Espana. En la tltima década los esfuerzos con respecto a este producto horticola
se han centrado en dos aspectos fundamentalmente: produccién y comercializacioén. En el
sector de la produccién se ha avanzado mucho con nuevas técnicas, como la eleccién de
variedades de rendimientos comerciales cada vez superiores y de resistencias multiples.
Esto ha dado lugar a variedades de pimientos de una mayor calidad.

Como es sabido, los alimentos vegetales proporcionan casi la totalidad de las
vitaminas y minerales esenciales, asi como numerosos compuestos promotores de un
buen estado de salud, tema por el que el consumidor se muestra cada vez mas
preocupado. Por tanto, aparte de las caracteristicas visuales de los productos naturales
como color, forma, tamano, estado de maduracién, etc. (Howard et al., 2000; Gruda, 2005),
se demanda también el contenido en sustancias beneficiosas para la salud e incluso si los
alimentos poseen capacidad anticancerigena, antimutagénica y antiinflamatoria (Peterson
& Dwyer, 1998).

Esto nos ha servido de plataforma para abarcar un tema de interés general como es
el estudio del contenido en antioxidantes de frutos de pimiento asi como de sistemas
enzimaticos que no siendo propiamente antioxidantes estan implicados en procesos
metabdlicos relacionados con la eliminacién o produccién de especies de oxigeno reactivo.
Dicho estudio se ha llevado a cabo en frutos de pimiento de distintas variedades sujetas a
variaciones ambientales durante la polinizacién y desarrollo del fruto y en frutos de
pimiento con distinto grado de maduraciéon. Para esta investigacién se han desarrollado
aproximaciones bioquimicas y de biologia celular y molecular. Este enfoque multiple da a
nuestro estudio de los antioxidantes enzimaticos un carécter pionero en la biologia del
pimiento que puede ser trasladado a otras especies vegetales incluidas en la alimentacion
humana, con la finalidad de establecer estrategias de seleccién y mejora de variedades con
alto interés nutricional. Como etapa previa a estos estudios, y en conexién con una
investigacion que se habia desarrollado en nuestro laboratorio, hemos analizado la
participacién de los sistemas antioxidantes enziméticos de hojas de pimiento en la

respuesta frente al estrés provocado por el 2,4-D.

5.1. EL 2,4-D GENERA ESTRES OXIDATIVO EN PLANTAS DE PIMIENTO.

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es un compuesto xenobidtico de amplia
estabilidad metabdlica, que a altas concentraciones, presenta una importante actividad
herbicida (Romero-Puertas et al., 2004). Aunque su mecanismo de accién no estd atn
definido, es conocido que el 2,4-D provoca importantes cambios morfolégicos y
fisiol6gicos en la planta (Grossmann 2000a; Romero-Puertas et al., 2004). Sin embargo, el

2,4-D cuando se encuentra a bajas concentraciones, presenta un comportamiento similar al
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del acido indolacético (AIA), la principal auxina natural en plantas superiores
(Grossmann, 2000b). En este caso, el 2,4-D induce el crecimiento de raices o tallos por
division y elongacion celular y estimula los procesos de germinacion de semillas
(Grabinska-Sota et al, 2002; Campanoni & Nick, 2005), asi como la embriogénesis
somatica y la formacién de callos a partir de cultivos de tejidos vegetales (Tautorus et al.,
1991; Bronsema et al., 1998; Kitamiya et al., 2000; Ramanayake & Wanniarachchi, 2003).

En esta Tesis Doctoral se han empleado plantas de pimiento de dos cultivares
distintos, Abdera y Herminio, sometidas a la acciéon del herbicida 2,4-D, aplicado por via
foliar. La concentracién de 2,4-D utilizada (22,6 mM) fue establecida en base a estudios
previos llevados a cabo en nuestro laboratorio con plantas de guisante (McCarthy, 2004).
En dicho trabajo se comprob6 que el 2,4-D ejercia el mismo efecto independientemente de
que fuera aplicado por via foliar o radical, si bien los efectos eran mas rapidos tras la
administracion por via foliar. Se seleccionaron las variedades Abdera y Herminio por
representar a dos tipos de pimiento diferentes: Abdera es del tipo Dulce italiano mientras
que Herminio es del tipo Lamuyo. Ademdas ambas variedades se habian empleado
anteriormente por nuestro grupo de trabajo para llevar a cabo estudios de estrés por altas
concentraciones de cadmio (Leén et al. 2002). En dicha investigacién se observé que
Abdera y Herminio mostraban una sensibilidad diferente al cadmio. Ello nos llevé a
plantear que dichas variedades podrian responder de manera diferencial frente a otro
agente de estrés abiético.

En esta Memoria Doctoral se ha investigado la acciéon del 2,4-D sobre el
metabolismo oxidativo, la concentracién de proteinas y crecimiento de la planta de
pimiento.

El 2,4-D administrado por via foliar afectaba severamente al crecimiento de la
planta de pimiento, sobre todo a corto y medio plazo. Las plantas de pimiento
desarrollaban los tipicos sintomas visuales producidos por los herbicidas auxinicos, como
son la epinastia de las hojas, curvatura del tallo e inhibicién de la raiz y de la parte aérea
(Cardenas et al., 1968; Golebski et al., 1988; Key & Wold, 1961; Sterling & Hall, 1997). De
hecho, se ha descrito que altos niveles de auxinas producen marchitamiento, senescencia,
maduracién de frutos, e incluso, necrosis foliar (Cardenas et al., 1968; Agusti et al., 2002).
Ademas, los herbicidas auxinicos estimulan la sintesis de etileno, lo cual parece estar
relacionado con los efectos morfolégicos de epinastia y senescencia (Sterling & Hall, 1997;
Grossmann, 1998; 2000a). A su vez, el etileno induce la sintesis de acido abscisico (ABA),
el cual inhibe el crecimiento por cierre estomaético, limitando asi la asimilacién de carbono
y la consiguiente produccién de biomasa (Kende & Zeevaart, 1997).

A largo plazo se estabiliz6 el crecimiento de las plantas de ambas variedades de
pimiento de manera que a las dos semanas de tratamiento se amortiguaron los sintomas
visuales detectados al principio del experimento, principalmente en Abdera. Este

fenémeno de “recuperacion” sin embargo no se reflej6 en el metabolismo foliar como
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comprobaremos en adelante, donde los efectos del 2,4-D sobre algunos pardmetros se
mantuvieron durante todo el experimento. Este comportamiento diferia con lo observado
en plantas de guisante, en las que tratamientos prolongados de més de una semana
ocasionaban la muerte de la planta (McCarthy, 2004).

La detencién en el crecimiento observado en las plantas de pimiento de las
variedades Abdera y Herminio, se correspondia con una disminucién en el contenido de
proteinas en las hojas. Este mismo efecto fue observado en plantas de guisante (Pisum
sativum) tratadas con 2,4-D a nivel foliar, donde parece ser que destacan los procesos
catabolicos a diferencia de los tallos donde abundan los procesos anabdlicos (McCarthy,
2004).

En estudios previos, llevados a cabo en otras especies vegetales, se demostré que
mientras la fotosintesis tiende a inhibirse, la fotorrespiracién parece ser un proceso
funcional ante la accién de las altas concentraciones de 2,4-D, llegando en algunos casos a
inducirse (Kelly & Avery, 1949; Rasmussen, 1947; Romero-Puertas et al., 2004). En plantas
de pimiento de la variedad Abdera la fotorrespiracién parece seguir siendo funcional,
como asi lo atestigua el patréon de la glicolato oxidasa (GOX) e hidroxipiruvato reductasa
(HPR) tras el tratamiento con 2,4-D. En plantas de pimiento de la variedad Herminio, el
proceso de la fotorrespiracién parece verse afectado de manera negativa ya desde el

primer dia de tratamiento.

Los resultados obtenidos en el anélisis del metabolismo oxidativo parece indicar
que el 2,4-D genera un estrés oxidativo generalizado en la parte aérea de la planta
propiciado por un aumento en la produccion de O, y H»O,, al igual que lo observado
anteriormente en plantas de guisante (Romero-Puertas et al., 2004). En las dos variedades
estudiadas se produce un aumento en la tasa de peroxidaciéon lipidica como consecuencia
del tratamiento con 2,4-D, si bien fue la variedad Abdera, la que mostré los cambios mas
patentes considerando el metabolismo oxidativo de forma global. Ademas se observé un
patrén de respuesta distinto en las dos variedades en funcién del tiempo. Mientras que
Abdera respondia de manera més gradual, detectindose los mayores efectos del 2,4-D al
cabo de las dos semanas, en la variedad Herminio, los cambios mas visibles se observaron
en la primera semana. Sin duda esta respuesta diferencial podria estar asociada al tipo de
pimiento que representa cada variedad. Asi, Abdera, que es del tipo dulce italiano, con
una maduracién larga de los frutos, posea posiblemente un metabolismo mas secuencial,
regulado a més largo plazo. Herminio, del tipo lamuyo y maduracién mas corta que
Abdera, muestra un metabolismo algo mas activo, preparado posiblemente para
respuestas mas rapidas frente a cambios en el entorno. Esto, ademaés, podria estar
relacionado con lo indicado anteriormente acerca de la mayor capacidad de Abdera para

mitigar los sintomas visibles iniciales producidos por el 2,4-D.

La xantina oxidorreductasa (XOR) es una enzima que puede presentarse en dos
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formas moleculares diferentes. La forma D (XDH; xantina deshidrogenasa; EC 1.17.1.4) se
convierte de manera reversible en la forma O (XOD; xantina oxidasa; EC 1.1.3.22)
mediante una oxidacién, o de manera irreversible por una degradacién proteolitica
(Palma et al., 2002; del Rio et al., 2003a). La XOD interviene en la ruta de degradacién de
acidos nucleicos mediante la oxidacién de xantina/hipoxantina a acido drico con la
produccién subsidiaria de radicales superdxido (Palma et al, 2002). E1 aumento de la
actividad XOD en plantas de pimiento Abdera a los 14 dias y Herminio a los 7 dias
sugiere que los niveles de superéxido posiblemente se incrementaron de manera notable
en dichas plantas por el tratamiento con el 2,4-D. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Romero-Puertas et al. (2004) en plantas de guisante. Por otro lado,
considerando que la XOD es una enzima que forma parte de la ruta de degradacion de las
purinas, el aumento observado en su actividad como consecuencia del tratamiento con
2,4-D podria ser indicativo de un aumento en el catabolismo de acidos nucleicos en las
hojas.

Los radicales superéxido generados en la reaccién anterior son eliminados por las
SODs que lo transforman en HxO, y O, La actividad SOD total aumenté
considerablemente en plantas de pimiento tratadas con 2,4-D respecto a las plantas
controles. Dicho aumento fue mas notable en la variedad Abdera, mientras que en
Herminio sé6lo se observé en el séptimo dia de tratamiento. Por el contrario, plantas de
pimiento de las variedades Abdera y Herminio sometidas a estrés abiético provocado por
altas concentraciones de cadmio experimentaron una disminucién de dicha actividad
SOD total (Leén et al., 2002). El incremento de la concentracion de peréxido de hidrégeno
a nivel foliar fue observado en plantas de guisante tratadas con 2,4-D mediante marcaje
histoquimico (Romero-Puertas et al., 2004). En las plantas de pimiento tratadas con 2,4-D,
se observo que las isoformas de SOD mayormente afectadas por dicho estrés abiético
fueron la Mn-SOD y Fe-SOD, del mismo modo que ocurria en el tratamiento de estas
plantas con Cd (Ledn et al., 2002). En nuestro caso la Mn-SOD parece estar regulada post-
traduccionalmente, dado que no se produce un aumento en el contenido proteico de esta
isoenzima por el tratamiento con el herbicida. El hecho de que la Mn-SOD se localice en
mitocondrias y peroxisomas (del Rio et al., 2003b), sugiere que estos organulos podrian
tomar parte en la respuesta frente al 2,4-D.

El exceso de radicales superéxido y H»O,, en presencia de metales, puede generar
radicales hidroxilo ((OH) mediante reaccién de tipo Haber-Weiss. La sobreproducciéon de
ROS es responsable posiblemente de la menor tasa fotosintética que presentan algunas
plantas tratadas con 2,4-D, ya que estas especies inhiben potencialmente algunas de las
enzimas del ciclo de reduccién del carbono (Halliwell & Gutteridge, 2000). Ademas, los
radicales ‘'OH pueden atacar de manera rédpida a las membranas biolégicas y a todos los
tipos de biomoléculas, incluidos el DNA vy las proteinas, lo que conduce a disfunciones

metabdlicas irreparables y la muerte celular (Halliwell & Gutteridge, 2000). Este aumento
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de ROS provocaba en las hojas de todas las plantas de pimiento un aumento en la
peroxidaciéon lipidica que se traducia en una mayor degradacién de las membranas
biolégicas.

La catalasa es una metaloenzima que interviene generalmente en la eliminacién de
H>O» en situaciones de estrés. No obstante, en hojas de pimiento la actividad catalasa no
sufri6 variaciones significativas por el tratamiento con 2,4-D en ninguna de las
variedades. En plantas de guisante y arroz se describi6 una regulacién a nivel
transcripcional de dicha actividad catalasa por efecto del 2,4-D (Schmidt et al.,, 2002;
Romero-Puertas et al., 2004). En maiz, los tres genes que codifican a la catalasa, y sus
respectivas proteinas, se activaron por la accién de auxinas naturales y sintéticas en
embriones inmaduros (Guan & Scandalios, 2002). Teniendo en cuenta que la actividad
SOD, generadora de H>O,, aumenté considerablemente en dichas plantas de pimiento
tratadas con 24-D (especialmente en Abdera), se podria pensar que hay una
superproducciéon de peréxido de hidrégeno en nuestras condiciones experimentales. Este
supuesto estaria apoyado por el aumento observado en la actividad guayacol peroxidasa
(GPX) en las variedades de pimiento. En nuestro caso, parece haber una participacién mas
activa de la GPX, que de la catalasa en los mecanismos de defensa frente a una mayor
produccién de H>O: en las plantas de pimiento tratadas con el herbicida.

El ciclo ascorbato-glutation es uno de los sistemas antioxidantes que mas
contribuyen a eliminar el per6xido de hidrégeno de las célula vegetales (Noctor & Foyer,
1998; Asada, 2000; Pastori et al,, 2003). Los datos de glutation reductasa obtenidos en
nuestras condiciones experimentales indican que el ciclo ascorbato-glutation también se
ve afectado por el 2,4-D en hojas de pimiento. La actividad GR fue mayor en las plantas
tratadas que en las controles de la variedad Abdera en todos los tiempos de tratamiento.
Estos resultados sugieren que en la variedad Abdera, ademés de las peroxidasas
inespecificas, el ciclo ascorbato-glutation interviene en la eliminacién de H>O.. Sin
embargo, en Herminio, esta ruta antioxidante no parece afectarse de igual forma. Antes
bien a largo plazo se observa una menor actividad GR. En otras circunstancias se podria
postular que la generacion de H>O, es mayor en Abdera como consecuencia del
tratamiento con 2,4-D, dado que esta variedad hay un aumento simultdneo de la GPX y
del ciclo ascorbato-glutation. Por el contrario, en Herminio, el 2,4-D no parece afectar la
generaciéon de H»O,. En todo caso, habria que indicar que, a pesar de los cambios
observados, la actividad catalasa podria contribuir de manera importante a la eliminaciéon
de H>O», ya que esta actividad no se ve afectada por el herbicida.

Las glutation S-transferasas (GSTs) pertenecen a una familia de enzimas que
poseen la capacidad para conjugar diferentes compuestos xenobiéticos al glutation. El
complejo que se forma en esta reaccién se transporta a la vacuola, disminuyendo, de esta
manera, el efecto danino potencial de tales compuestos (Marrs, 1996; Edwards et al., 2000).

En las plantas de pimiento sometidas a tratamiento con 2,4-D por via foliar, la actividad
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GST era mayor en plantas tratadas que en controles, siendo este aumento mayor a medida
que transcurrian los dias desde el tratamiento. Este mecanismo de defensa nuevamente
era més activo en la variedad Abdera que en Herminio. Esto nos hace pensar nuevamente
que la variedad Abdera dispone de més mecanismos de resistencia frente al estrés
provocado por el 2,4-D que la variedad Herminio. En este caso, el 2,4-D ejerce un efecto
dual sobre las GSTs, ya que éstas son inducibles por auxinas y xenobidticos (Pascal et al.,
1998). La naturaleza auxinica de esta sustancia, junto a su caracter xenobidtico podria
hacer que las GSTs actuasen tanto en la desintoxicacién del 2,4-D (por conjugacién con
GSH o por unién directa a la enzima, disminuyendo asi las concentraciones de herbicida
libre), como en su transporte intracelular. Teniendo en cuenta este mecanismo, el ciclo
ascorbato-glutation tendrfa ademés una funcién adicional en este proceso de
desintoxicacién, proveyendo a la GST de GSH. Estudios previos adjudican también una
actividad GSH-peroxidasa a la GST, capaz de reducir hidroperéxidos de acidos grasos o
timidin-hidroperéxidos, a los correspondientes hidroxi derivados con produccién de
GSSG (Beeor-Tzahar et al., 1995; Edwards, 1996; Pascal et al., 1998; Fujita et al., 1998).

Tras el tratamiento con 2,4-D de las plantas de pimiento de las variedades Abdera
y Herminio se observé un drastico aumento de las actividades G6PDH, 6PGDH, ICDH y
enzima malico. El NADPH producido por estas enzimas es necesario en ciertos procesos
metabdlicos como el ciclo ascorbato-glutation. Ademas, el NADPH, aporta estabilidad a
algunas enzimas como la catalasa frente al dano oxidativo (Schmidt et al., 2002) y la razén
NADPH/NADP regula el transporte de proteinas dentro del peroxisoma (Schmidt et al.,
2002). Existen NADPH-oxidasas de membrana que utilizan dicho NADPH para generar
radicales superéxido en mecanismos de sefalizacion molecular. Se sabe que la G6PDH y
EM generan el NADPH necesario para la NADPH oxidasa en situaciones en las que la
cadena de transporte electrénico del cloroplasto no lo puede llevar a cabo (Foreman et al,,
2003).

En resumen, hemos observado como la aplicacién foliar del herbicida auxinico 2,4-
D genera un estrés oxidativo en la planta de pimiento, aunque no provoca la muerte de la
planta. Dicho estrés oxidativo estd justificado por el aumento de la oxidacién de los
lipidos de membrana, el aumento de la actividad de las enzimas GPX, GST, GR, SOD,
XOD y deshidrogenasas NADP+*-dependientes, en plantas tratadas con 2,4-D respecto a
las plantas controles, sobre todo en Abdera. Ademads, estos niveles metabdlicos se ven
correlacionados con los efectos visibles de inhibicién del crecimiento de la planta, clorosis
difusa de las hojas, epinastia, enrollamiento de los bordes de las hojas y rizamiento de los
tallos. En la variedad Herminio, se observaron danos oxidativos similares, sobre todo a
nivel lipidico, aunque los sistemas antioxidantes no respondian tan activamente como en
la variedad Abdera. El estrés oxidativo generado en ambas variedades no parece afectar a
las proteinas de manera aparente, ya que no hay un aumento en los niveles de grupos

carbonilo de las proteinas. Ello concuerda ademads con la ausencia de cambios en la
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actividad endopeptidasa por efecto del 2,4-D, por lo que no puede pensarse que haya una
degradacion de proteinas modificadas oxidativamente tras el tratamiento con el herbicida,
segin el modelo propuesto en otras situaciones de estrés oxidativo (Palma et al. 2002).

En la Figura 5.1 se muestra un esquema que integraria las enzimas analizadas en
las dos variedades de pimiento. Este modelo complementa el propuesto anteriormente
sobre el mecanismo de accién del 2,4-D (Romero-Puertas et al.,, 2004). Dicho mecanismo
incorpora la participacién de la GPX y de las deshidrogenasas productoras de NADPH
que pueden proporcionar el NADPH necesario para el funcionamiento del ciclo
ascorbato-glutation e, indirectamente, la accién de la GST. El mecanismo de accién tendria
un efecto a medio plazo en la variedad Herminio, mientras que en Abdera cursaria a més

largo plazo en base a la evolucién de los parametros analizados.

ADN

0, ¥

Estrés oxidativo
H,O (Peroxidacién lipidica)

Ciclo ascorbato-

GST
. GSH-2,4-D+——— GSH
glutation

1 G6PDH
4 6PGDH
ICDH
E. Mdico

— NADPH H,0

Fig. 5.1. Modelo propuesto para la accion del 2,4-D (22,6 mM) sobre las plantas de pimiento de dos variedades,
Abdera y Herminio. El mecanismo de accién del 2,4-D tendria un efecto a medio plazo en la variedad Herminio,
mientras que en Abdera cursaria a mas largo plazo en base a la evolucién de los parametros analizados. +, activacion de
las actividades enzimaticas en plantas tratadas con el herbicida.
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5.2. FUNCION DE LAS ROS Y ANTIOXIDANTES EN LA MADURACION DE
LOS FRUTOS DE PIMIENTO.

En los ultimos afios se han descrito algunos trabajos que pretenden explicar los procesos
bioquimicos que subyacen durante la maduracién de los frutos de pimiento. De este
modo, se sabe que durante este fenémeno se produce un incremento en la sintesis de
carotenoides que esta relacionada con la variacién de color que experimentan dichos
frutos (Davies et al., 1970; Hornero-Méndez et al., 2000; Howard et al., 2000; Thorup et al,,
2000). Ademas, este aumento en la sintesis de carotenoides durante la maduracién de los
frutos, se traduce en una transformaciéon estructural de cloroplastos en cromoplastos
(Almela et al., 1996, Bouvier et al., 1998; Josse et al.,, 2000; Pérez-Galvez & Minguez-
Mosquera, 2001). En cloroplastos, los carotenoides se asocian a las membranas celulares,
pero en cromoplastos el exceso de carotenoides provoca una acumulacién de éstos dentro
de subestructuras plastidicas (Howard et al., 2000). De hecho, el 95% de los carotenoides
se acumulan en los cromoplastos en forma de fibrillas de naturaleza lipoproteica, cuya
formacion esta favorecida por el ABA (Howard et al., 2000). La desintegracién granal e
intergranal de los cloroplastos es la fuente de dicho sistema reticular de filamentos y esta
desorganizaciéon lleva a la lisis final de los granas con un aumento paralelo de
plastoglobulinas (Almela et al., 1996). Durante la maduracién de los frutos de pimiento,
también se observé un aumento en la actividad de algunas enzimas relacionadas con la
catabolizaciéon de clorofila (Almela et al, 1996; Rodoni et al., 1997). Este fenémeno
también fue detectado durante la senescencia y maduracion de hojas y frutos (Almela et
al., 1996). La degradacion de clorofila durante la maduraciéon de los frutos de pimiento
(Ziegler et al., 1983; Camara et al, 1995) provoca la desorganizaciéon del aparato
fotosintético, y por tanto, la incapacidad de este mecanismo para la sintesis de ATP y
NADPH, necesario para la fijacién de CO» y la sintesis de almidén (Thom et al., 1998). Por
ello, la glicolisis y la ruta de las pentosas fosfato parecen jugar un papel importante en la
generacion del poder reductor necesario para los procesos bioquimicos que acompanan a
la transformacién de cloroplastos en cromoplastos (Thom & Neuhaus, 1995; Thom et al,,
1998).

Los cambios bioquimicos que se producen durante la maduracién de los frutos de
pimiento parecen estar acompanados de incrementos en la sintesis de a-tocoferol
(vitamina E), flavonoides, equivalentes reductores solubles y &cidos fendlicos (Cémara et
al., 1982, Howard et al., 2000). Por otro lado, se han descrito alteraciones en el contenido
de capsaicina, lignina (Estrada et al., 2000) y poliaminas (Phelps & Mcdonald, 1990). Los
frutos frescos de pimiento son también fuentes ricas de &cido ascérbico (Howard et al.,
1994).

A pesar de toda esta informacién poco se sabe atn del comportamiento de los
antioxidantes enzimaticos durante la maduracién de los frutos de pimiento. En trabajos

llevados a cabo en las pasadas décadas se observé un incremento en la actividad APX y
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SOD plastidial (Schantz et al, 1995), posiblemente, en respuesta al aumento en la
produccién de radicales superéxido en dicho organulo (Livne & Gepstein, 1988; Simonne
et al., 1997). Ademaés, durante la maduracién de los frutos de pimiento, se detecté6 un
aumento en la actividad cisteina sintasa, glutation sintasa y glutation reductasa (Romer et
al., 1992), lo que nos indica que el glutation también podria jugar un papel importante en
este fendmeno. Este contexto nos ha servido de plataforma para afrontar el estudio de los
antioxidantes enzimaticos de frutos de distintas variedades de pimiento durante la
maduracién de éstos.

En esta Memoria Doctoral se analizé6 la actividad de algunas enzimas
antioxidantes como la CAT, SOD, APX y GR en frutos de pimiento de distintas variedades
(Vergasa, Biela, Lodosa y Bierzo) en dos estados de maduracién a lo largo del periodo de
cosecha (octubre-febrero). También, se llevé a cabo el estudio de la actividad de algunas
enzimas deshidrogenasas generadoras de NADPH (G6PDH, 6PGDH, NADP-ICDH vy
enzima malico). Finalmente, se analiz6 la actividad enzimaética de la GalLDH, enzima
implicada en la tltima reacciéon de la ruta de sintesis de ascorbato, ya que dicha enzima
parece ser uno de los principales puntos de regulaciéon en dicha ruta.

La mayor actividad SOD durante la maduracién de los frutos de pimiento
analizados podria estar relacionado con un aumento en la generacién de O,~ durante
dicho proceso y consiguientemente de H.O,, al ser producto de la reacciéon de la SOD. Los
principales sistemas encargados de eliminar dicho peréxido de hidrégeno son la CAT y el
ciclo ascorbato-glutation. En las cuatro variedades analizadas, la actividad CAT
disminuy6 de manera general con la maduracién del fruto, al igual que ya se habia
observado en el estudio de dicha enzima a nivel peroxisomal (Mateos et al., 2003). Este
comportamiento fue similar al observado durante la senescencia de hojas de guisante
(Pastori & del Rio, 1997), lo que de alguna manera concuerda con considerar la
maduracion como una modalidad de senescencia. A su vez, la actividad APX,
componente del ciclo ascorbato-glutation y directamente relacionada con la eliminacién
de H>O», no parece afectarse de forma generalizada durante la maduraciéon de los frutos
de pimiento, ya que muestra comportamientos contrarios. Esta situaciéon podria estar
provocando una acumulaciéon de H>O, en los frutos maduros. Dado que éstos no
mostraban sintomas de dano oxidativo, el H2O, acumulado en los mismos podria estar
actuando como molécula senal de los procesos de maduracion.

Las células vegetales producen ROS, especialmente el H>O» y el O, como
mensajeros secundarios en la transduccién de sefiales en muchos procesos asociados con
el crecimiento y desarrollo de las plantas como la mitosis, tropismos y muerte celular
(Schroeder et al., 2001a; 2001b; Foreman et al., 2003; del Rio et al., 2003b; Foyer & Noctor,
2005; Zimmerman & Zentgraf, 2005). El1 H.O, esta implicado en las cascadas de
sefalizacion y en el control de la expresién de genes (Willekens et al., 1997). Por otro lado,

la interaccién entre el H>O, y el ABA controla la apertura de estomas y, ambos, regulan la
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funcién de los canales de Ca2* (Pei et al., 2000). Ademas, una de las principales vias por las
que las plantas transmiten informacién de las variaciones medioambientales es por medio
de la produccién de superdxido a nivel de la membrana plasmatica (Doke et al., 1996).
Este mecanismo de accién de las ROS no es considerado por algunos autores como un
estrés oxidativo, sino mas bien como un mecanismo de defensa de la planta
genéticamente programada frente a situaciones adversas (Foyer & Noctor, 2005).

La concentraciéon y estado redox del glutation en la célula esta regulada por un
mecanismo complejo en el que estdn implicados la biosintesis, utilizacién, degradacion,
oxidacién/reduccidn, y transporte de este tripéptido (Noctor et al., 2002a). El estado redox
del glutation suele ser constante en la célula, salvo en situaciones provocadas por un
estrés oxidativo extremo que lleva a la oxidacién del glutation hasta su forma oxidada
GSSG. En plantas expuestas a ozono, ataque por patégenos o deficitarias en la actividad
CAT, la oxidacién del glutation va acompanada de un aumento en la concentracién total
de éste (Gupta et al,, 1991; Willekens et al., 1997; Vanacker et al.,, 2000; Noctor et al,,
2002b). Sin embargo, en estrés por sequia la oxidaciéon del glutation no siempre esta
precedida de incrementos en la concentracién del glutation total (Smirnoff, 1993). Aunque
el estado redox del glutation depende del balance entre procesos oxidativos y la actividad
GR in vivo, dicha actividad refleja en algunos casos tanto la aportacién reductora del
glutation como la capacidad enzimética potencial de ésta (Noctor et al., 2002a). Durante la
maduracién de los frutos de pimiento, la actividad GR aument6 practicamente en todas
las variedades de pimiento analizadas. Este efecto también fue observado durante el
almacenamiento de los frutos a 20°C durante 7 y 9 dias (Jiménez et al., 2003). Ello nos
indica que durante la maduracién de los frutos de pimiento se mantuvo un reciclaje
continuo del GSH, aunque éste no fuera utilizado por el ciclo ascorbato-glutation en
algunas variedades, como se puedes desprender del anélisis de la actividad APX, enzima
inicial del ciclo.

Por otro lado, la concentracién de glutation total descendi6 en los extractos crudos
de frutos de pimiento rojos con respecto a los de frutos verdes (Tabla 4.1), lo que nos hace
pensar que el glutation estd interviniendo en la cascada de senalizacion del proceso de
maduracion o se esta derivando hacia otras rutas metabdlicas. De hecho, el glutation es un
metabolito muy abundante en plantas, donde tiene importantes y diversas funciones
(Noctor & Foyer, 1998), intervieniendo en la transduccién de sefiales (Noctor et al., 2002a;
Goémez et al.,, 2004), en los mecanismos de defensa celular y en el metabolismo del azufre
(Noctor et al., 2002a). E1 GSH es necesario para el mantenimiento de la forma activa de
algunas proteinas, ya que asi se previene la formaciéon de puentes disulfuros mixtos que
generan la inactivacién o agregacion de éstas. Asi, el GSH interviene manteniendo el
estado redox, creando una barrera entre los residuos de cisteina de las proteinas y las ROS
(Foyer & Noctor, 2005). La activacién de la sintesis de GSH o su acumulacién es un

sintoma de una mayor oxidacién del citosol (Foyer & Noctor, 2005). Durante la
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maduracién de los frutos de pimiento se detecté un incremento de la actividad cisteina
sintasa, enzima relacionada con la sintesis de glutation. Este hecho estd relacionado
ademaés con la sintesis activa del potencial antioxidante y de modularores redox llevada a
cabo durante la ya comentada transformacién de cloroplastos en cromoplastos (Romer et
al, 1992). En resumen, podria afirmarse que en nuestro caso, seria fundamental la
presencia de un sistema de regeneracion de glutation reducido durante la maduracién del
fruto de pimiento.

Por otro lado, se observé una mayor capacidad de sintesis de ascorbato durante la
maduraciéon de los frutos de pimiento de las variedades estudiadas, dada la mayor
actividad GalLDH detectada en dichos frutos, si bien los datos presentados sobre
contenido de ascorbato en frutos verdes y rojos no mostrasen diferencias (Tabla 4.1.).
Segun este dato, 60 g de pimiento aportarian la cantidad diaria recomendada de vitamina
C (60 mg). La ausencia de diferencias significativas entre los niveles de ascorbato de los
extractos analizados concuerda con otros resultados descritos anteriormente para frutos
de pimiento de distinta coloracién y variedades (Simonne et al, 1997, Howard et al,,
2000).

Por el contrario, otros autores han detectado un incremento en el contenido de
ascorbato durante la maduracién de los frutos de pimiento (Howard et al., 2000; Estrada
et al.,, 2000; Martinez et al, 2005). Estudios previos llevados a cabo con pimientos
morrones “Fresno de la Vera” demostraron que los frutos de pimiento verdes,
almacenados a 20°C durante 10 dias, llegaban a alcanzar los niveles de vitamina C
presentes en los frutos de pimiento rojos directamente recogidos de la planta (Martinez et
al., 2005). Sin embargo, los frutos rojos almacenados a 20°C perdian un 25% de su
contenido en ascorbato. Por otro lado, durante la refrigeracion de los frutos de pimiento a
4°C no se observaron diferencias significativas en el contenido de ascorbato, excepto en
los frutos rojos, los cuales mostraron pérdidas de un 15% (Martinez et al., 2005). Esto
podria explicar el que algunos autores detectaran los mismos niveles de ascorbato en
frutos verdes y rojos (Simonne et al., 1997, Howard et al., 2000; Deepa et al., 2005). En base
a todo ello, deducimos que este pardmetro no presenta un comportamiento generalizado
durante la transicién del fruto verde al rojo, sino que ello parece depender de la variedad,
del tipo de cultivo, las condiciones meteorolégicas y la temporada de producciéon
(Markus et al., 1999).

Los valores de ascorbato obtenidos en nuestro caso estdn en el rango de los
descritos por otros autores (Howard et al., 2000) y mayores a los detectados en una gran
variedad de frutas y verduras (fresas, uva, calabaza roja, calabaza verde, espinaca, brécoli
y tomate, entre otros), cuyo rango esta comprendido entre 2-61 mg/100 g de peso fresco
(Proteggente et al., 2002). Sin embargo, cuando se midi6 la capacidad antioxidante total en
equivalentes Trolox, los pimientos rojos mostraron menor contenido en ascorbato que la

espinaca y el brécoli, pero mayor que la calabaza (Sofic et al., 1996). No obstante, la
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capacidad antioxidante total incluye otras moléculas como carotenoides y flavonoides que
no fueron determinados en este estudio.

En nuestro caso, el ascorbato, podria estar actuando junto al glutation y H.O,, en la
sefalizaciéon molecular del proceso de maduracién de los frutos de pimiento. De hecho,
cada vez existen més evidencias que apuntan hacia la importancia del ascorbato en
biologia vegetal, con funciones en la sintesis de hormonas, la expresién génica, la divisién
y el crecimiento celular, y la muerte celular programada o apoptosis (Puppo et al 2005;
Vanacker et al. 2006).

Sumando la actividad enzimética de las NADP-deshidrogenasas (G6PDH,
6PGDH, ICDH y enzima mélico) se determiné la aportacion tedrica de estas enzimas al
NADPH total de la célula. De este modo, se observé que el contenido de NADPH total
aumentaba en frutos maduros respecto a verdes en las variedades Vergasa, Biela y
Lodosa, lo que contribuiria al mantenimiento del estado redox celular durante la
maduracién de estas variedades

Aparte de otras rutas, el NADPH es utilizado para la regeneracién del ascorbato
por la MDAR y del GSH mediante la enzima GR, lo que complementaria la funcién del
glutation en la maduraciéon del fruto, segiin se indicé anteriormente. Por otro lado, el
NADPH podria ser empleado por las NADPH oxidasas de la membrana plasmatica de las
células vegetales. Estas NADPH oxidasas controlan el desarrollo de la planta produciendo
ROS, las cuales regulan la expansién de las células de la planta a través de la activacién de
canales de Ca?* (Foreman et al., 2003). Estas proteinas tienen una regién citoplasmaética de
aproximadamente 300 residuos que esté relacionada con los efectos reguladores de los
iones Ca2* (Foreman et al., 2003). El NADPH utilizado por esta proteina es principalmente
aportado, en presencia de luz, por la cadena de transporte electrénico del cloroplasto,
mientras que en oscuridad, parece que son la G6PDH y la EM las encargadas de aportar el
NADPH necesario (Foyer et al,, 1997). En ciertas situaciones de estrés, principalmente
ataque por patégenos, se ha observado una activaciéon de dicha actividad NADPH
oxidasa. Ello genera un aumento en la liberacién de radical superéxido al medio que
répidamente es desproporcionado a H.O,, que es liberado e interviene en la transduccién
de senales (Mori & Schroeder, 2004). En nuestro material vegetal, en el que hay una
desaparicion del aparato fotosintético por la conversiéon de cloroplastos en cromoplastos
la NADPH oxidasa podria ser uno de los mecanismos implicados en la maduracién de los
frutos de pimiento, si bien, hasta la fecha, no tenemos evidencias directas de que esto

tenga lugar.

En general, tanto las ROS como el glutation, el ascorbato y los niveles de NADPH
pueden tomar parte en los procesos de sefalizacion que tienen lugar durante la
maduracion del fruto de pimiento (Fig. 5.2). De hecho, el desarrollo y el crecimiento de las
plantas estan dirigidos por reacciones de transferencia electrénica, en las que el GSH, el

ascorbato y el NAD(P)H son compuestos claves de la fase soluble de la célula para
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interaccionar con las especies de oxigeno reactivo. El NADPH, el glutation y el ascorbato
actuarian como pares (formas reducidas y oxidadas) de manera global, o bien
independientemente de forma secuencial para modular el estado redox de la célula y para
transmitir la informacion especifica que regula las rutas de senalizacion (Noctor, 2006). A
ello hay que sumar otras posibles interacciones entre la ruta de biosintesis del ascorbato y
la ruta de las pentosas fosfato, proveedora de NADPH, puesto que ambas vias comparten
en su inicio el mismo metabolito, la glucosa-6-fosfato. De hecho, en estudios recientes se
ha observado que tanto el ascorbato como la L-galactono-g-lactona deshidrogenasa,
enzima que sintetiza la vitamina C, estimulaban la actividad de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa citosdlica en células de raiz de Allium cepa L. (Cérdoba-Pedregosa et al.,

2005).
En suma, la maduracién del fruto de pimiento es un proceso de diferenciaciéon que

va acompanada de una serie de sucesos en los que se desarrolla un incremento en la
produccién de ROS. Como consecuencia, la célula induce sus sistemas antioxidantes como
respuesta frente a las condiciones pro-oxidantes que se generan. En dichas circunstancias,
las células que son capaces de mitigar los efectos nocivos de los ROS se diferencian; en

caso contrario, las células mueren (Sauer et al., 2001; Ogawa, 2005; Puceat, 2005).

ROS NADPH

-4

GSH ASC

ke

4

Fig. 5.2. Modelo que representa la posible implicacion de las especies de oxigeno reactivo (ROS), los niveles de
NADPH, el glutation reducido (GSH) y el ascorbato (ASC) en los procesos de seiializacion que tienen lugar
durante la maduracion del fruto de pimiento.

5.3. FUNCION DE LOS PEROXISOMAS EN LA MADURACION DE FRUTO
DE PIMIENTO.

En esta Tesis Doctoral se investigé también la participacion de los peroxisomas en la
maduracion de los frutos de pimiento. En ella se desarrolldé por primera vez la
purificacién y caracterizacion de peroxisomas de frutos de una planta superior. Para ello
se tuvo que adaptar el método de Lopez-Huertas et al. (1995) descrito para la purificacion

de peroxisomas de hojas de guisante, al aislamiento de peroxisomas de fruto de pimiento.

151



Entre los cambios realizados hay que destacar: (i) ajuste de la concentracién de sacarosa
del medio de extraccién, incrementdandose a 1,2 M. De este modo, se contrarrestaba la
dilucién de los reactivos del medio por el gran contenido acuoso de los frutos, lo que
danaria la débil estructura de dichos orgénulos por un choque osmético; (ii) reducciéon de
la velocidad de trituracién del fruto en el homogenizador Omnimixer, siendo ésta mas
suave que en el aislamiento de peroxisomas de guisantes; (iii) incubacién de 30 minutos
en bano de hielo del extracto obtenido.

Por otro lado, dado que esta fue la primera vez que se purificaron peroxisomas de
los frutos de pimiento, se llevé a cabo una caracterizacién completa del gradiente de
densidad de sacarosa obtenido. La fraccién peroxisomal se situaba a una densidad de
equilibrio media de 1,24 g - cm?. Similar a lo descrito para los peroxisomas de hojas de
guisante y caracteristico de estos organulos (Lépez-Huertas et al., 1995).

Una propiedad tipica de los peroxisomas es su plasticidad metabdlica debido a
que su contenido enzimatico varia dependiendo del organismo, tipo de célula o tejido y
de las condiciones medioambientales en las que se encuentre (Mullen & Trelease, 1996;
Corpas et al.,, 2001; del Rio et al., 2002a). Como ejemplo tenemos la transformacién de los
glioxisomas en peroxisomas de hojas en presencia de la luz (Huang et al., 1983; Masters &
Crane, 1995; Mullen & Trelease, 1996) o la transiciéon inversa de los peroxisomas de hojas
en glioxisomas durante la senescencia o en situaciones de estrés provocado por cadmio
(Landolt & Matile, 1990; Pastori & del Rio, 1994; Nishimura et al., 1996; del Rio et al,,
1998b; McCarthy et al., 2001).

En lo que respecta a la estructura de los peroxisomas de frutos de pimiento verdes
y rojos, no se observaron diferencias significativas entre ambos tipos de peroxisomas.
Habria que destacar la notable presencia de peroxisomas con cuerpos cristalinos de
tamanos y formas variables en ambos tipos de frutos.

Mediante la técnica de microscopia electrénica de transmisién se detecté una
notable transformaciéon de los cloroplastos de frutos verdes en cromoplastos de frutos
rojos. Estos cambios morfolégicos, como se comentd anteriormente, parecen ir
acompanados de variaciones a nivel bioquimico, como un aumento en la sintesis de
carotenoides y degradacién de clorofila, lo que podria explicar el cambio de color de
dichos frutos de pimiento durante la maduracién (Bramley, 1997; Bouvier et al.,, 1998;
Josee et al., 2000). Esta peculiaridad de la poblacién plastidica coincide con otros estudios
anteriores sobre la formacién de cromoplastos en pimiento y otras especies vegetales
(Ljubesic et al, 1991, Camara et al, 1995, Hugueney et al., 1995). El proceso de
diferenciacién de los cromoplastos implica el desmantelamiento de las rutas fotosintéticas
de los cloroplastos y la sintesis de nuevas enzimas, caracteristicas del pimiento rojo,
incluidas aquellas que son responsables de la biosintesis de los carotenoides especificos de
los cromoplastos (Bouvier et al., 1998).

Los peroxisomas de frutos de pimiento mostraban diferencias metabdlicas
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dependiendo de que el fruto fuera verde o estuviera maduro. Los peroxisomas de frutos
rojos carecen de actividad HPR y GOX, lo que indica una ruptura del aparato fotosintético
y rutas asociadas producidas por la conversion de cloroplastos en cromoplastos y una
importante transformaciéon de los peroxisomas a nivel bioquimico. A su vez, se observo
una actividad limitada de la B-oxidacién de &cidos grasos en los peroxisomas de frutos de
pimiento rojos provocada por una disminucién en la actividad ACOX y una alteraciéon del
ciclo del glioxilato, cuya actividad es menor nuevamente en los peroxisomas de frutos
rojos. Estos resultados sugieren que el efecto de la maduracién en los peroxisomas de
frutos de pimiento es distinto al desarrollado por la senescencia foliar, donde los
peroxisomas de hojas se transforman en glioxisomas con una marcada actividad de la f-
oxidacién de 4cidos grasos y del ciclo del glioxilato para la generacién de aztcares a partir
de reservas de lipidos (Pastori & del Rio, 1997). De hecho habria que destacar la
particularidad de los peroxisomas de frutos de pimiento, ya que sobre todo en verdes
coexisten las enzimas de la fotorrespiracion y del ciclo del glioxilato, rutas que parecian
incompatibles en orgénulos en el mismo estado metabdlico. La presencia simultdnea de
estas rutas en los peroxisomas de frutos de pimiento hace de ellas un buen modelo para

estudiar la transicién de peroxisomas en glioxisomas.

Aunque la actividad tiolasa (enzima que cataliza la altima etapa de la B-oxidacién
peroxisomal; Baker et al., 2006) y su contenido proteico eran similares en frutos verdes y
rojos, parace que esta ruta no es funcional de forma igual en ambos frutos. De hecho, la
actividad de la ACOX, la primera enzima de la ruta, es mas baja en los pimientos rojos, lo
que podria estar limitando la ruta de la B-oxidacién en estos frutos. Este puede ser un
punto de regulacién del metabolismo de 4cidos grasos en peroxisomas de los frutos rojos,
lo que explicaria el mayor contenido de cuerpos lipidicos observado por microscopia
electrénica en estos frutos. La menor actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato en
los frutos rojos se podria explicar por la baja B-oxidacion de &cidos grasos, ya que esta
ruta proporciona el acetil-CoA necesario para la actividad malato sintasa.

Con respecto al metabolismo relacionado con ROS en los peroxisomas de frutos de
pimiento cabria destacar que la menor actividad de la GOX y la ACOX en frutos rojos
supondrian unos niveles menores de H>O, en los peroxisomas de estos frutos. Por otro
lado, a pesar de la ausencia de actividad NADP+*-isocitrato deshidrogenasa en los frutos
rojos, los niveles de NADP proporcionados por la G6PDH y la 6PGDH podrian ser
suficientes para proveer a estos orgédnulos de poder reductor. Por tanto, la presencia de
las deshidrogenasas de la ruta de las pentosas fosfato representa un sistema antioxidante
eficiente de reciclaje del NADPH para su posterior utilizaciéon en el metabolismo
peroxisomal, especialmente en el ciclo ascorbato-glutation, lo que contribuiria a disminuir
la concentracién de peréxido de hidrégeno en la célula.

La presencia de xantina oxidasa y super6éxido dismutasa en los peroxisomas de

frutos de pimiento confirma que, de manera general, estas enzimas forman parte del
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metabolismo de estos orgdnulos en células vegetales, independientemente de la especie y
del tipo de tejido analizado. La isoenzima de la SOD detectada en este estudio
corresponde a una Mn-SOD, al igual que las descritas anteriormente en otras especies
vegetales (del Rio et al., 2002a). Ademas el tamano de la subunidad de esta isoenzima (27
kDa) es el caracteristico de las Mn-SODs vegetales (Palma et al., 1998).

Los resultados de actividad XOD y SOD sugieren que los niveles de radicales O,-
en los peroxisomas son mayores en los frutos rojos que en los verdes. Por tanto, esta ROS
podria tener una funcién en la maduracién de los frutos de pimiento, de manera que la
SOD actuaria modulando la concentracién de superéxido. De hecho, se ha propuesto que
los ROS regulan la biosintesis de carotenoides en pimiento. Se ha observado que las ROS
son potentes inductores de la expresion de los RNAm de genes carotenogénicos durante
el desarrollo de cromoplastos (Bouvier et al.,, 1998) y la diferenciacién de los plastos en
general (Vanyushin et al.,, 2004). Esto confirma la hipétesis de que las ROS estan
implicadas en los mecanismos de sefalizaciéon oxidativa durante la maduracién del fruto

de pimiento.
En la Figura 53 se muestra un modelo del posible funcionamiento del

metabolismo oxidativo presente en peroxisomas de frutos de pimiento. En él aparecen
indicadas las posibles interacciones entre los sistemas de produccién y eliminacién de
ROS.

En estudios previos, se ha descrito una activacion de la biogénesis de peroxisomas
por accién del HoO» (Lépez-Huertas et al., 2000). Por otro lado, en otras situaciones de
estrés oxidativo como el generado por la senescencia y el tratamiento con altas
concentraciones de Cd provocan un aumento en el namero de peroxisomas (Pastori & del
Rio, 1997; McCarthy et al, 2001). Por el contrario nuestros datos no parecen mostrar
cambios importantes en la poblacién peroxisomal durante la maduracién de los frutos de
pimiento.

También se determiné la concentracién de ascorbato y glutation total en los
extractos crudos y peroxisomas de ambos tipos de frutos, verdes y rojos. Aunque los
niveles de glutation a nivel peroxisomal fueron similares en ambos tipos de frutos, los
niveles de ascorbato son unas 3 veces mayores en peroxisomas de frutos verdes que en los
de frutos rojos. Por lo tanto, la contribucién de los peroxisomas al contenido de ascorbato,
aunque poco en comparacién con el contenido de ascorbato en extractos crudos, podria
ser significativa, considerando la cantidad de vitamina C que los frutos de pimiento
aportan a la dieta humana. Sin embargo, estos niveles son mds propios de procesos que
impliquen transduccién de senales, por lo que, a este nivel, los peroxisomas
desempenarian un papel importante en la sefializaciéon molecular durante la maduracién

del fruto, y constituirian el esquema general indicado anteriormente.
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Fig. 5.3. Metabolismo de ROS en peroxisomas de frutos de pimiento. En peroxisomas de frutos rojos se detectd una
menor actividad de la glicolato oxidasa (GOX) y acil-CoA oxidasa (ACOX), ambas generadoras de H,0, en estos
organulos. A su vez, la catalasa (CAT) y la glutation reductasa (GR) presentaban actividad mas baja en los frutos rojos
que en verdes. La reducida actividad de la GR y la CAT en peroxisomas de frutos de pimiento rojo podria suponer un
aumento en el contenido de H,O, en dichos frutos. También se observé menor actividad de las deshidrogenasas
G6PDH, 6PGDH e ICDH en los peroxisomas de frutos rojos respecto a los de los verdes. Ello supondria una menor
produccion de NADPH, lo que podria ser el factor limitante del ciclo ascorbato-glutation en los peroxisomas de frutos
rojos. Por otro lado, se detectaron los mismos niveles de actividad XOD en los peroxisomas de frutos verdes y rojos. Ello
indica que en ambos tipos de peroxisomas, la XOD est4 generando niveles similares de O, Al ser la actividad SOD
menor en los peroxisomas de frutos rojos, dicho radical superdxido se estaria acumulando mas en los frutos maduros
que en los verdes. Este aumento en la generacion de radical superdxido en frutos rojos podria ser uno de los factores
que desencadenasen los procesos de maduracion del fruto. GOX, glicolato oxidasa; ACOX, acil-CoA oxidasa; CAT,
catalasa; XOD, xantina oxidasa; Mn-SOD, Mn-superoxido dismutasa; GR, glutation reductasa; G6DH, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, 6PGDH, 6-fosfogluconato deshidrogenasa; ICDH, NADP-isocitrato deshidrogenasa.

5.4. LOS ANTIOXIDANTES COMO MARCADORES DE LAS VARIEDADES DE
PIMIENTO Y DE LA RESPUESTA FRENTE A VARIACIONES AMBIENTALES.

Para desarrollar esta investigacion se han analizado la actividad y expresion
génica, mediante PCR semicuantitativa de las enzimas catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR), galactono-y-
lactona deshidrogenasa (GalLDH), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), isocitrato deshidrogenasa dependiente de
NADP (ICDH) y enzima mélico (EM). Comparando los resultados de actividad, contenido
proteico y de expresiéon génica, podriamos deducir que la regulacién de la de la mayoria
de ellas en las condiciones estacionales estudiadas ocurria, principalmente, a nivel post-
transcripcional. No obstante, en el caso de la NADP-ICDH, y considerando la
correspondencia entre los patrones de actividad y el contenido proteico, obtenido por
transferencia de western empleando un anticuerpo frente a la enzima de hojas de
guisante, también se podria pensar que hay una regulacién post-traduccional. En
cualquier caso, este aspecto de la regulacion esta atn por estudiar. Hay que considerar
que las variedades de pimiento empleadas corresponden a hibridos muy seleccionados

por la empresa Syngenta Seeds S.A. y, por tanto, poseen una estabilidad genética bastante
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elevada. Esto hace que las posibles regulaciones a nivel génico se produzcan en
condiciones extremas, y no en las empleadas en nuestro disefio experimental. Pero, por
otro lado, es conveniente considerar que no siempre es sencillo establecer una correlacion
entre la expresiéon génica y la actividad enzimatica, sobre todo en los sistemas
antioxidantes que nosotros hemos estudiado ya que, en la mayoria de los casos, estos
sistemas enzimaéticos constan de varias isoenzimas con codificacion génica y ubicacién

celular diferentes.
En una investigacion paralela a ésta, llevada a cabo en el Centro de Edafologia y

Biologia Aplicada del Segura (CSIC, Murcia), y encuadrada dentro del mismo proyecto de
investigaciéon, se han analizado los niveles de ascorbato (ascorbato maés
deshidroascorbato: ASC + DHA), actividad antioxidante total (AAT), peroxidaciéon
lipidica (PL) y oxidacién de proteinas (grupos carbonilo; CO) (Mateos et al. 2005; 2006).
Asi pues, nuestros resultados son complementarios con los del centro de Murcia, y, en
ocasiones, haremos referencia a ellos a lo largo de este capitulo.

De todos los pardmetros medioambientales analizados, la radiacién luminica y la
temperatura son los factores que mas pudieron afectar a los frutos analizados, ya que en
los invernaderos donde fueron cultivados se mantuvieron constantes otro tipo de
pardmetros como los niveles de CO» y disponibilidad de agua y nutrientes. En este trabajo
hemos observado que los frutos de pimiento sometidos a periodos més largos de alta
radiaciéon luminica y temperatura (E03) presentaban mayor contenido en ascorbato
reducido que los que cuajaron y se desarrollaron en un periodo més frio y con menor
radiacién luminica (FO3) (Mateos et al. 2005; 2006). Sin embargo, los niveles de ascorbato
total (ascorbato + deshidroascorbato) se mantuvieron constantes en las dos cosechas
analizadas. En F03, se detect6 un descenso en la actividad GalLDH, por lo que deducimos
que bajo estas condiciones medioambientales, la regulacién de los niveles de ascorbato
implica la reduccién de la sintesis de novo del ascorbato. Como ha sido descrito
anteriormente por otros autores (Tabata et al., 2002; Pateraki et al., 2004), la GalLDH es
susceptible a la luz y dicha enzima es més activa cuando las condiciones luminosas son
altas, como ocurre durante E03. De hecho, dicho descenso en actividad GalLDH coincide
ademads con una menor expresion génica de dicha enzima en las variedades Dulce Italiano
y Galileo. La mayor tasa de sintesis de ascorbato en EO3 podria estar relacionada con una
mayor tasa fotosintética en los frutos que estaban expuestos a intensidades de luz mas
altas. Este hecho ya fue anteriormente descrito por otros autores, que observaron que el
contenido en 4cido ascérbico se correlacionaba con la capacidad fotosintética de las hojas
de cebada (Smirnoff & Pallanca, 1996). A su vez, el descenso en ascorbato reducido
durante FO3 coincide con un aumento en la actividad APX en dicho periodo, sobre todo
en Vergasa y Biela. Por el contrario, la actividad GR, que forma parte del ciclo ascorbato-
glutation junto a la APX, disminuye en FO3 respecto a E03, lo que hace pensar en que més

que en el ciclo, la APX podria actuar regulando el estado redox del ascorbato. La menor
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actividad GR coincide a su vez con un descenso en los niveles de NADPH en F03, que
podrian estar limitando dicha actividad GR. Ademads, un descenso en los niveles de
NADPH, como el observado en los frutos F03, podria ocasionar una reduccién en el
funcionamiento de la cadena de transporte electrénico mitocondrial (Moller, 2001). Se
podria explicar asi el descenso que experimenta la actividad GalLDH, relacionada con la
cadena de transporte mitocondrial a nivel del complejo III y IV (Bartoli et al., 2000). La
asociacién de la GalLDH a la membrana mitocondrial interna y a la cadena de transporte
electronico de ésta (Mutsuda et al.,, 1995; Siendones et al., 1999; Bartoli et al., 2000),
implicaria una menor utilizacién del ascorbato, como donador de electrones a dicho nivel.
Por lo tanto, nuevamente observamos, que el estado redox del ascorbato podria estar
desempefiando un papel importante durante los procesos de adaptaciéon de los frutos de
pimiento a las condiciones ambientales existentes durante el desarrollo del fruto en el
periodo de tiempo analizado.

Se aplic6 el paquete estadistico del anédlisis de componentes principales (PCA,
Principal Components Analysis) a los resultados obtenidos en el estudio de la capacidad
antioxidante de los frutos de pimiento de distintas variedades, sometidos a variaciones
ambientales. Los parametros analizados han sido los descritos en esta Memoria Doctoral
(CAT, SOD, APX, GR, GalLDH, G6PDH, 6PGDH, NADP-ICDH, EM y NADPH total),
ademés de los medidos en el CEBAS (CSIC) de Murcia (PL, CO, AAT, ASC y DHA)
(Mateos et al., 2006) (Fig. 5.4).
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Fig. 5.4. Analisis de componentes principales (PCA) en frutos de diferentes variedades de pimiento sometidas a
las variaciones ambientales establececidas (E03 y F03) (Mateos et al., 2006). Las variedades de fruto de pimiento
utilizadas en este analisis han sido: Vergasa (VER), Biela (BIE), Galileo (GAL) y Dulce Italiano (DIT) y los parametros
analizados han sido: la peroxidacion lipidica (PL), concentracion de ascorbato (ASC) y deshidroascorbato (DHA), grupos
carbonilo (C=0), actividad antioxidante total (AAT) y las actividades enzimaticas catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), NADP-isocitrato deshidrogenasa (ICDH), enzima mélico (EM) y NADPH total.
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El PCA nos permite, mediante algoritmos, obtener unos componentes principales
por los que se asigna un valor a cada una de las recogidas (E03 y FO3) de las cuatro
variedades (Vergasa, Biela, Dulce italiano y Galileo) en funcién de los pardmetros
estudiados. En nuestro caso, la aplicaciéon del PCA nos proporcioné tres componentes que
representaban el 83% de la variabilidad total de las medidas efectuadas. En la Fig. 5.4 se
muestran los valores calculados para cada variedad en las dos cosechas en base a los dos
componentes principales mayoritarios. Uniendo los valores correspondientes a cada
variedad se obtiene un vector cuyo tamano es indicativo de la variabilidad que muestra
dicha variedad con respecto a los pardmetros medidos en cada cosecha. Basandonos en
esta distribuciéon de vectores, se dedujo que las variedades de pimiento que sufrian mas
variacién y, por tanto, eran mas inestables a los cambios ambientales, eran Biela y
Vergasa, mientras que las mas estables a estas variaciones estacionales eran Dulce italiano
y Galileo.

Segun el PCA, los pardametros de mdas peso especifico para el célculo de sus
respectivos algoritmos fueron la SOD, la APX y la PL en las variedades Vergasa y Galileo.
Biela se caracteriz6 por ser la variedad més inestable frente los cambios ambientales,
debido principalmente a las variaciones detectadas a nivel del NADPH total, la ICDH, la
6PGDH, la GalLDH, la EM, la GR, las proteinas oxidadas y el contenido en ascorbato. Por
el contrario, Dulce [taliano fue la variedad que mostré mayor estabilidad, debiéndose ésto
a una menor variabilidad en la mayoria de sus parametros. Esta diferenciacién entre las
cuatro variedades en base al metabolismo oxidativo de las mismas se corresponde con las
caracteristicas de cada una de ellas. Asi, es 16gico pensar que Biela al ser de maduracién
mas corta sea la que mas variabilidad presente en su metabolismo. En el lado opuesto esta
Dulce italiano que es de maduracién mas larga, lo que hace que su metabolismo sea més
estable. En estas circunstancias podemos considerar a los sistemas antioxidantes
estudiados como unos buenos marcadores de la variedad asi como de la respuesta frente a
los cambios ambientales.

En general, los parametros més sensibles a las variaciones ambientales
(temperatura y radiacién luminosa fundamentalmente) en los frutos de pimiento
empleados fueron la peroxidacién lipidica, las actividades deshidrogenasas dependientes
de NADP+, la GalLDH y la GR. Como ya se ha visto en otras ocasiones a lo largo de esta
Memoria Doctoral, el NADPH es un componente importante para el ciclo ascorbato-
glutation. Ademads, la GR esta directamente relacionada con dicho proceso y con el
reciclaje del glutation reducido. Y como también se ha comentado anteriormente, la
GalLDH esta implicada en la sintesis de ascorbato. Esto nos lleva a pensar que en los
mecanismos de adaptaciéon de los frutos de pimiento a los cambios estacionales
estudiados juegan un papel importante la concentracién y estado redox del ascorbato y
del glutation. En nuestras condiciones, estos compuestos, ademds de actuar como

potentes antioxidantes frente a las condiciones cambiantes, posiblemente participan
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también en la transduccién de senales celulares emitidas como respuesta a las variaciones

ambientales.

5.5. SINTESIS DE ASCORBATO EN FRUTOS DE PIMIENTO.

Teniendo en cuenta la importancia del ascorbato en los procesos de maduraciéon del fruto
de pimiento y en la respuesta frente a las variaciones ambientales, segtin se ha indicado
anteriormente, consideramos oportuno abordar el estudio de la biosintesis de la vitamina
Cy su posible regulacién en los frutos de pimiento. Nos centramos, sobre todo, en las dos
altimas etapas més comunes descritas en plantas de la sintesis de ascorbato: las
catalizadas por la L-galactosa deshidrogenasa (GalDH) y por la L-galactono-y-lactona
deshidrogenasa (GalLDH). Se sabe ademés que esta tltima enzima participa en otra ruta
de sintesis de ascorbato descubierta mas recientemente en plantas (Wheeler et al., 1998;
Agius et al., 2003).

En frutos maduros de la variedad Biela se observé un incremento en la actividad
GalLDH con respecto a los frutos verdes que estaba acompanada de un aumento paralelo
de la actividad GalDH, importante punto de regulaciéon de la ruta de Smirnoff-Wheeler,
propuesta para la sintesis de ascorbato en plantas superiores (Mieda et al., 2004). Esto
demuestra que durante la maduracién de los frutos de pimiento se mantiene activa la
mencionada ruta. Ello no descarta que en nuestro material se esté llevando a cabo otra
ruta alternativa de sintesis de ascorbato, como la que se ha descrito en la fresa (Agius et al.
2003). Dicha ruta implica la inversién del esqueleto de carbono, pero de forma distinta a la
llevada a cabo en animales y, hasta el momento, s6lo ha sido descrita durante la
maduracion de las fresas (Agius et al., 2003). En esta nueva via de sintesis de vitamina C
en plantas interviene el D-galacturonato, producto de la degradacién de pectinas y
principal componente de las paredes celulares. De hecho, la pérdida de turgencia de los
frutos de pimiento durante la maduracién podria estar relacionada con la degradacién de
pectinas, destinadas a un incremento en la sintesis de ascorbato por la ruta del D-
galacturénico. Ademas, la pérdida de la firmeza del mesocarpo, provocada por la ruptura
de la pared celular, podria constituir una estrategia para conservar las pérdidas de
carbono durante los procesos de maduracién segin se ha descrito anteriormente (Davey
et al., 2000). No obstante, atin no se ha investigado si esta nueva ruta de sintesis de
ascorbato es operativa en los frutos de pimiento. Actualmente éste es uno de los temas
prioritarios de nuestro grupo de investigacion.

Por el contrario, en la variedad Vergasa, al mismo tiempo que la actividad GalDH
aumentaba durante la maduracién del fruto, la actividad GalLDH experimentaba un
descenso. En esta variedad la GalLDH podria estar inhibiéndose por el ascorbato por una
regulacion de retroalimentacién. Esto estaria apoyado por la hipétesis propuesta por otros
autores que indican que la GalLDH juega un papel importante en la regulacién de la

sintesis de ascorbato (Tabata et al., 2002; Tamaoki et al., 2003). Por el contrario, en cultivos
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celulares de Arabidopsis se observé que la cantidad de ascorbato final era mayor de la
requerida para un crecimiento saludable de la planta, por lo que se dedujo que, en ese
caso, no habia una regulacién de retroalimentacion a nivel de la GalLDH (Davey et al,,
2000).

Los resultados de expresién y actividad de la GalLDH en las variedades Biela y
Vergasa sugieren que existen diversas formas de modulacién de la sintesis de vitamina C
en frutos de pimiento que pueden depender de la variedad y, posiblemente, del tipo de
fruto, ya sea california, lamuyo o dulce italiano. Por otro lado, el que no se estén
produciendo variaciones en la expresion de la GalLDH durante la maduracién de los
frutos, tanto de la variedad Vergasa como de Biela, nos indica que dicha enzima esta
siendo regulada post-transcripcionalmente.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en la regulaciéon de la sintesis de
ascorbato es el estado redox de la célula (Wolucke & Van Montagu, 2003). La actividad
GDP-manosa-3,5-epimerasa, posible punto de regulacion de la ruta de sintesis de
ascorbato Smirnoff-Wheeler, es sensible al estado redox de la célula, siendo inhibida en
presencia de NAD(P)H (Wolucka & Van Montagu, 2003). De hecho, se observ6 que para
que se llevara a cabo una tasa 6ptima de sintesis de ascorbato por esta ruta era
imprescindible el flujo de electrones a través del complejo I de la cadena de transporte
mitocondrial (Millar et al., 2003). Sin embargo, para que se lleve a cabo la ruta de sintesis
del D-galacturénico es necesaria la presencia de NADPH a nivel de la D-galacturénico
reductasa (GalUR). Durante la maduracién de los frutos de pimiento se observé un
incremento en la produccién de NADPH. Por lo tanto, el estado redox de la célula podria
ser el mecanismo encargado de discernir entre una u otra via de sintesis de ascorbato
dependiendo de las condiciones intra y extracelulares.

La actividad GDP-manosa pirofosforilasa, otra enzima de la ruta de Smirnoff-
Wheeler que cataliza la transformacién de la D-manosa-1P en GDP-manosa (Ishikawa et
al., 2006), también participa en otros procesos como la sintesis de carbohidratos de la
pared celular o la glicosilacién de proteinas. De hecho, la GDP-manosa es una fuente de
manosa para la pared celular. Estudios previos han demostrado que la infiltracién con
GDP-manosa de frutos de pimiento verdes no provocaba un aumento en la sintesis de
ascorbato como ocurria cuando se les infiltraba con L-galactona-1,4-lactona (Barata-Soares
et al., 2004). Esto puede deberse a que la fosforilacién de la manosa es un factor limitante
en la sintesis de ascorbato, ya que ello requiere un suplemento energético, por lo que, en
ese caso, la manosa podria destinarse a otras rutas. Como dicha enzima es dependiente de
GTP, se ha propuesto que el GTP podria ser producido por la nucleosido difosfato
quinasa (NDPK). De hecho, dicha NDPK podria utilizar el GDP generado por una
reaccién posterior en la ruta y que estd catalizada por la enzima GDP-L-galactosa
fosforilasa (Ishikawa et la., 2006), la cual lleva a cabo la transformaciéon de la GDP-L-

galactosa en L-galactosa-1P y GDP (Ishikawa et al., 2006). Durante la maduracién de los
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frutos de pimiento analizados, se ha observado un descenso en la produccién de GTP a
nivel de la NDPK, que coincide con un descenso en la sintesis de ascorbato (resultados no
presentados). Ello también podria estar limitando la ruta Smirnoff-Wheeler durante la
maduracién de los frutos. Por otro lado, el descenso en los niveles de GTP también podria
estar limitando la produccion de GDP-manosa para la sintesis de polisacaridos de la
pared celular.

En resumen, segin nuestros resultados, parece que la sintesis de ascorbato en
frutos de pimiento estd regulada en, al menos, tres etapas que corresponden a las
reacciones de la GalDH, de la GalLDH y de la fosforilacién de la manosa.

Por otro lado, se observé que la expresiéon de la GalLDH era mayor en flores y
hojas de la planta de pimiento que en los frutos, si bien este compartamiento no se
correspondia con los valores de actividad enzimaética. En hojas, este patréon de la GalLDH
apoyaria la hipétesis de que parte del ascorbato producido en ella seria transportado via
floema hasta 6rganos “sumidero” de ascorbato (Franceschi & Tarlyn, 2002; Lorence et al.,
2004). Aunque el ascorbato se encuentra en la mayoria de los tejidos de la planta, este
antioxidante suele estar mdas concentrado en los o6rganos fotosintéticos, frutos y
meristemos que en los érganos no fotosintéticos como las raices (Davey et al., 2000). En
nuestro caso, el ascorbato generado por la GalLDH de las hojas, aparte de ser empleado
en el propio metabolismo foliar podria ser exportado a los frutos, donde participaria como
antioxidante pero también en procesos de maduracién y respuesta frente a estreses
ambientales segiin se apunt6 anteriormente. En este tltimo caso, el ascorbato aportado
por las hojas complementaria el producido por el mismo fruto, como ha sido
recientemente descrito (Ishikawa et al., 2006).

En el caso de las flores, la discrepancia entre los niveles de expresion y la actividad
detectada en este 6rgano podria ser debida a un complejo sistema de regulacién en el que
no se descartaria la implicacién de iRNA (RNA de interferencia). En cualquier caso, la
potencialidad de las flores de sintetizar ascorbato serfa de utilidad en los primeros
estadios de la polinizacién y del cuaje del fruto, situaciones en las que posiblemente atn
no se haya activado la ruta de sintesis en los frutos. En flores de Arabidopsis thaliana se han
detectado altos niveles de ascorbato que estdn relacionados, a su vez, con una alta
expresion del gen miox4, el cual codifica una mioinositol oxigenasa, enzima implicada en
otra posible ruta de sintesis de ascorbato en plantas superiores (Lorence et al., 2004). Por
el contrario, en flores de fresa, los niveles de ascorbato y de expresion de la GalUR no eran
detectables (Agius et al., 2003).

En los tallos de pimiento analizados los niveles de expresién de la GalLDH eran
mayores que los detectados en hojas o flores. La demanda de ascorbato por los tejidos en
crecimiento es alta, ya que la vitamina C es posiblemente requerida para la regulaciéon de
la division y elongacién celular (Smirnoff, 2000). Posiblemente el patrén de actividad

GalLDH en los tallos de pimiento sea debido a un mayor requerimiento de este 6rgano, de

161



cuyo crecimiento depende la cosecha de cada planta de esta especie.

Los resultados descritos hasta ahora enfatizan la relevancia de la GalLDH en el
metabolismo del fruto de pimiento. Por consiguiente, consideramos interesante
caracterizar dicha enzima en nuestro material vegetal. Aunque la actividad enzimatica
encargada de la oxidacién de la L-galactono-y-lactona a 4cido ascérbico fue descrita hace
algunas décadas en plantas superiores (Mapson et al., 1954), la enzima que cataliza dicha
reaccion, la GalLDH, no fue caracterizada hasta mucho mas tarde. Dicha caracterizacion
fue llevada a cabo en distintas especies vegetales, incluyendo patata (Oba et al., 1995; Imai
et al., 1998), coliflor (Ostergaard et al., 1997), espinaca (Mutsuda et la., 1995) y tabaco
(Yabuta et al., 2000). La deteccién de actividad GalLDH en la fraccién mitocondrial,
obtenida por centrifugacion en gradientes de densidad de sacarosa, demostraba que esta
enzima se encontraba localizada en dichos organulos (Oba et al, 1994). Més tarde, el
estudio de la secuencia proteica corroboré lo anteriormente propuesto sobre la
localizaciéon mitocondrial de esta enzima, ya que presentaba un péptido senal
caracteristico de mitocondria que era de longitud variable, dependiendo de la especie
(Ostergaard et al., 1997; Imai et al., 1998). Segtin nuestros datos, la GalLDH de fruto de
pimiento consta de un péptido sefial mitocondrial de 37 aminoécidos. Dicho péptido senal
se caracteriza por tener un niimero relativamente alto de residuos de Leu, Arg, Ser e His
(3, 6, 5, 7, respectivamente) mientras que presenta pocos o ningunos residuos de Asp, Glu,
Ille y Val (0, O, 1, O, respectivamente). Se ha descrito que la GalLDH se encuentra ubicada
en la membrana mitocondrial interna (Mutsuda et al., 1995; Siendones et al., 1999; Bartoli
et al., 2000). Con respecto a la ubicacién de la enzima en la membrana existen ciertas
discrepancias. Asi, mientras algunos autores han propuesto que la GalLDH se localizarian
entre los complejos I1I y IV de la cadena de transporte electrénico de este orgénulo, otros
investigadores han propuesto que la enzima estaria asociada al complejo I (Millar et al.,
2003).

La masa molecular de la proteina madura en frutos de pimiento (62 kDa) es algo
mayor que la descrita en espinaca (57 kDa) (Mutsuda et al., 1995), coliflor (56 kDa)
(Ostergaard et al., 1997), patata (56 kDa) (Imai et al., 1998), tabaco (56 kDa) (Yabuta et al.,
2000), Arabidopsis (57 kDa) (Tamaoki et al., 2003), melén (57 kDa) (Pateraki et al., 2004) y
fresa (57 kDa) (do Nascimiento et al., 2005).

Como se coment6 en el apartado de Resultados, la GalLDH de frutos de pimiento
parece tener un solo dominio transmembrana, proximo al extremo N-terminal. Dicho
dominio transmembrana seria el constituido por los aminoécidos 9 a 28, quedando los
aminodcidos 1 a 9 hacia la matriz y los residuos 29 a 549 estarian en su mayoria expuestos
al espacio intermembranal. En este Gltimo fragmento expuesto a la cara externa de la
membrana interna se observaban cuatro secuencias con un nimero bajo de aminoécidos
que podrian corresponder a regiones transmembrana con una probabilidad menor al 5%.

El fragmento de 29 a 549 aminoécidos podria constituir una estructura pivotante que

162



Discusion

tuviera acceso a los distintos citocromos c repartidos por la membrana mitocondrial
interna (Fig. 5.5), lo que incrementaria la efectividad de la respiracién mitocondrial
asociada a la sintesis de ascorbato. A su vez, dicho fragmento tiene un sitio de unién para
el FAD situado en el espacio intermembrana de la mitocondria, como ya predijeran Bartoli
et al. (2000) para la GalLDH de patata. Sin embargo, para la GalLDH de patata se
describieron tres regiones transmembrana, y se postulé que la enzima podria ser

préacticamente una proteina integral de la membrana mitocondrial (Bartoli et al., 2000).
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Fig. 5.6. Modo de interaccion hipotético entre la L-galactono-y-lactona deshidrogenasa (GalLDH) y la cadena de
transporte electronico mitocondrial en frutos de pimiento. La GalLDH cede electrones al citocromo c (cit ¢) entre los
complejos Il y IV, mientras la L-galactono-1,4-lactona (GL) es convertida a ascorbato. AOX, oxidasa alternativa; DH,
deshidrogenasa; €7, electrones. Se indican ademés la ubicacion y reacciones de los complejos | y Il y de la ubiquinona
(UQ).

Comparando la secuencia de los cDNAs de GalLDH descritos hasta ahora,
observamos que dicha enzima es una proteina altamente conservada. Ademéds, la
secuencia aminoacidica de la GalLDH de pimiento presenta una identidad del 32% con la
L-gulono-1,4-lactona oxidasa (GulLO) de rata y un 26% con la D-arabino-1,4-lactona
oxidasa (ALO) de Candida albicans (Kim et al., 1996). Se ha comprobado que la GalLDH de
pimiento, como la enzima de coliflor o de patata, tiene un dominio de unién al FAD, pero
este FAD no se une covalentemente, a diferencia de la unién que presentan las flavinas
con la GulLO (Kenney et al., 1976; Kiuchi et al., 1982) y la ALO (Kenney et al., 1979). Esta
diferencia se debe a la presencia de una Lys en lugar de una His en el residuo 134 de la
secuencia proteica de la GalLDH de pimiento, como ya se describié en patata (Imai et al.,
1998).

En patata, la GalLDH tiene un 100% de especificidad por el sustrato L-galactono-

1,4-lactona frente al 20% de eficiencia que presenta con la L-gulono-y-lactona (Oba et al.,
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1994; Ostergaard et al., 1997). Por el contrario, en frutos de pimiento no se detect6
actividad cuando se emple6 la L-gulono-y-lactona como sustrato (resultados no
mostrados).

Hasta ahora, se ha descrito que la GalLDH esta codificada por un solo gen en
patata (Imai et al, 1998) y en mel6én (Pateraki et al, 2004). En esta tltima especie, la
expresion de la GalLDH aumentaba durante la maduracion del fruto y estaba regulada
por la luz (Pateraki et al, 2004) mientras que en fresa no se observaron incrementos
significativos en la expresién de la GalLDH durante la maduracion del fruto (do
Nascimiento et al., 2005). La ACCO (é&cido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilo oxidasa), la
enzima que cataliza la Gltima reaccién en la sintesis de etileno, requiere acido ascérbico
como cofactor (Abeles, 1992). Pero en melén, se observé que el desarrollo y maduracion
del fruto era independiente de la accién del etileno, ya que la actividad ACCO se
mantenia constante en las muestras analizadas (Pateraki et al.,, 2004). Este aspecto es de
gran interés en un fruto como el pimiento que, al ser no climatérico, no depende de
etileno para su maduracién. A pesar de todo cuanto se ha avanzado en el estudio de la
biosintesis del ascorbato en frutos de pimiento por la contribucién de esta Tesis Doctoral,
ain quedan bastantes aspectos que abordar. Asi, a partir de estos primeros datos se abren
nuevas lineas de investigacién que atafien a la propia cinética de la sintesis de ascorbato,
los puntos de regulacién de ésta y otras posibles rutas de sintesis, el transporte de
ascorbato entre 6rganos y organulos celulares, etc. El pimiento, como se ha ido repitiendo
en esta Memoria, es un producto de gran interés agronémico y nutricional, pero ademés,
dado su complicado metabolismo, es un excelente modelo para estudiar la maduracién de

los frutos desde una perspectiva bioquimica, celular y molecular.
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CONCLUBIONES






Conclusiones

1.- El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) parece generar estrés oxidativo en hojas de
pimiento. El andlisis de los pardmetros del metabolismo oxidativo de las hojas y la
evolucién de los mismos con el tiempo indican que el efecto del 2,4-D depende de la
variedad, y muy posiblemente esté vinculado al tipo de pimiento. Asi, la variedad Abdera
que tiene maduracion larga del fruto muestra una respuesta a mas largo plazo, mientras

que Herminio, que presenta maduracion corta, responde de una forma maés rapida.

2.- La maduracién del fruto de pimiento estd asociada a cambios importantes en la
actividad de los antioxidantes enzimaticos. Al igual que en otros procesos de
diferenciacién en los que es necesario un aumento en el contenido de antioxidantes, la
mayor tasa de produccién de glutation, ascorbato y NADPH en los frutos maduros
confiere a estos compuestos un papel relevante en la maduracién. Por otro lado, los
resultados del metabolismo de peroxisomas sugieren que estos organulos pueden tener

igualmente una funcién importante en la maduracién de los frutos.

3.- El andlisis conjunto de los antioxidantes de frutos de pimiento revela que estos
compuestos pueden emplearse como marcadores de la variedad, asi como indicadores de
los cambios sufridos como consecuencia de las variaciones ambientales de radiacién y

temperatura.

4.- Los estudios de prediccion de la estructura primaria de la L-galactono-y-lactona
deshidrogenasa (GalLDH) de frutos de pimiento, encargada de la sintesis de ascorbato,
asocian esta enzima a la membrana mitocondrial en una disposicién que podria ceder los
electrones del ascorbato a varias moléculas de citocromo ¢ ubicadas en la proximidad.
Asimismo, los resultados de expresién y de actividad de la GalLDH en distintos 6rganos
de la planta parecen indicar que el ascorbato, ademés de actuar como un potente
antioxidante y de tener una funcién importante en la maduracién de los frutos de

pimiento, podria participar en otros procesos como la polinizacién y el cuaje del fruto.

CONCLUSION GENERAL

Los datos aportados en esta Tesis Doctoral atribuyen al ascorbato un papel central en el
metabolismo de las plantas de pimiento. La tasa de sintesis y el estado redox de la
vitamina C resultan ser fundamentales para procesos como la formacién y maduracién de

los frutos, la polinizacién y la respuesta frente a estrés ambiental. Por otro lado, el fruto de
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pimiento, ademés de ser una fuente importante de vitamina C en nuestra dieta, es un
excelente material para estudiar la bioquimica y la biologia molecular y celular del

ascorbato.
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Fig. 1. Alineamiento entre la secuencia de 164 aminoacidos (573 pb) de actina de pimiento clonada con los
cebadores F-ACT y R-ACT, la secuencia proteica de la actina de Nicotiana tabacum (BAD27408, 377 aminoéacidos)

y la de Solanum tuberosum (CAA39281, 377 aminoé&cidos).
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Fig. 2. Alineamiento entre la secuencia de 169 aminoacidos de glutation reductasa de pimiento clonada con los
cebadores F-GR1y R-GR1, la secuencia proteica de la GR de Arabidopsis thaliana (AAB67841, 499 aminoécidos) y

la de Pisum sativum (CAA66924, 300 aminoacidos).
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Fig. 3. Alineamiento entre la secuencia de 93 aminoacidos de MDAR de pimiento clonada con los cebadores F-
MDAR1 y R-MDART1, la secuencia proteica de la MDAR de Arabidopsis thaliana (CAB86892, 434 aminoéacidos) y la
de Pisum sativum (AAU11490, 433 aminoécidos).
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4. Alineamiento entre la secuencia de 85 aminoacidos de G6PDH de pimiento clonada con los cebadores F-

G6PDH1 y R-G6PDH1, la secuencia proteica del fragmento de la G6PDH de Pisum sativum (ABB01679, 264
aminoacidos) y la de la secuencia proteica de Solanum tuberosum (P37830, 511 aminoéacidos).
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Fig. 5. Alineamiento entre la secuencia de 124 aminoacidos de 6PGDH de pimiento clonada con los cebadores F-
6PGDH1 y R-6PGDH1, la secuencia proteica de la 6PGDH de Arabidopsis thaliana (AAM61057, 486 aminoacidos) y
la de Spinacia oleracea (AAK49897, 537 aminoacidos).
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Fig. 6. Alineamiento entre la secuencia de 139 aminoacidos de ICDH de pimiento clonada con los cebadores F-
ICDH1 y R-ICDH1, la secuencia proteica de la ICDH de Solanum tuberosum (CAA53300, 438 aminoécidos) y la de
Nicotiana tabacum (CAA54912, 415 aminoacidos).
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Fig. 7. Alineamiento entre la secuencia de 124 aminoacidos de GalDH de pimiento clonada con los cebadores F-
GalDH1 y R-GalDH1, la secuencia proteica de la GalDH de Arabidopsis thaliana (AJ417563, 319 aminoacidos) y
Spinacia oleracea (AB160990, 322 aminoécidos).
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Nimero de

Niimero de

Gen ciclos (Pb) acceso

Actina 28 573 AY572427
Catalasa 24 418 AF227952
Mn-SOD 28 314 AF036936
Fe-SOD 28 352 AY173123
CuZn-SOD 24 459 AF009734
APX 24 485 X81376

MDAR 26 279 AY652702
GR 28 509 AY547351
G6PDH 28 255 AY652703
6PGDH 36 374 AY532646
NADP-ICDH 28 418 AY572426
GalLDH 34 388 AY547352

Fig. 1. Numero de ciclos utilizados en el analisis de expresion del mRNA de genes diana mediante PCR
semicuantitativa. En todos se usé6 como patron interno la actina (28 ciclos).

A

Namero de M
bases

24 28 32 36
NUMERO DE CICLOS

- — CATALASA

(418 pb)

ACTINA

CATALASA

Fig. 2. Obtencion del cDNA parcial de catalasa
(A) y optimizacion de condiciones para PCR
semicuantitativa (B). En ambos casos se
emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M,
marcadores de tamafio molecular.

209



A Ntmero de
bases
— 1000
— 700
Mn-SOD — —50  Fe.sop —
(314 pb) (352 pb)
— 200
— 100
B
ACTINA
Mn-SOD
Fe-SOD
CuZn-SOD
24 28 32 36
NUMERO DE CICLOS
A
Namero de
bases M
3000 —
1000 —
— APX
(485 pb)
100 — P
B
24 28 32 36
NUMERO DE CICLOS
A Namero de
bases
1000 —
700 —
500 — — GR
200 — (509 pb)
100 —
B
ACTINA
GR
24 28 32 36
NUMERO DE CICLOS

210

Ntmero de Ntmero de
M bases bases
— 1000
— 700 — 1000
— 500 — 700
CuZn-SOD — — 500
— 200 (459 pb)
— — 200
100 —20

Fig. 3. Obtencion de cDNA parcial de Mn-SOD, Fe-SOD
y CuZn-SOD (A) y optimizacion de condiciones para
PCR semicuantitativa (B). En ambos casos se
emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M, marcadores
de tamafio molecular.

Fig. 4. Obtencion del cDNA parcial de ascorbato
peroxidasa (APX) (A) y optimizacion de condiciones
para PCR semicuantitativa (B). En ambos casos se
emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M,
marcadores de tamafio molecular.

Fig. 5. Obtencion del cDNA parcial de glutation
reductasa (GR) (A) y optimizacion de condiciones para
PCR semicuantitativa (B). En ambos casos se
emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M,
marcadores de tamafio molecular.
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— 200
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— 700
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(374 pb) 200
— 100
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Anexo IT

Fig. 6. Obtencion del c¢DNA parcial de
monodeshidroascorbato reductasa (MDAR) (A) y
optimizacion de  condiciones  para PCR

semicuantitativa (B). En ambos casos se emplearon
geles de agarosa-TBE al 0,8%. M, marcadores de
tamafio molecular.

Fig. 7. Obtencion del cDNA parcial de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (A) y optimizacion de
condiciones para PCR semicuantitativa (B). En ambos

casos se emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%.
marcadores de tamafio molecular.

Fig. 8. Obtencion del ¢cDNA parcial de 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH) (A) y optimizacion de
condiciones para PCR semicuantitativa (B). En ambos
M,

casos se emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%.
marcadores de tamafio molecular.
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Fig. 9. Obtencion del cDNA parcial de NADP-isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) (A) y optimizacion de
condiciones para PCR semicuantitativa (B). En ambos
casos se emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M,
marcadores de tamafio molecular.

Fig. 10. Obtencion del ¢cDNA parcial de L-galactono-y
lactona deshidrogenasa (GalLDH) (A) y optimizacion de
condiciones para PCR semicuantitativa (B). En ambos
casos se emplearon geles de agarosa-TBE al 0,8%. M,
marcadores de tamafio molecular.
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Abreviaturas

ABA: 4cido abcisico

ABP: “Auxin Binding Protein” o proteina unidora de auxinas
ACC: &cido 1-aminociclopropano carboxilico

AlA: acido indolacético

AS: acido salicilico

ASB: albtmina de suero bovina

ASC: ascorbato /acido ascérbico

BCIP: fosfato de 5-bromo-4-cloro-3 indolilo

CAPS: acido 3-(ciclohexilamino)-1-propano sulfénico

cDNA: 4cido desoxirribonucleico complementario

CDNB: cloro-2,4-dinitrobenceno

CFA: adyuvante completo de Freud

CLOFIBRATO: acido 2-(p-clorofenoxi)-2-metilpropiénico
CLOPYRALID: acido 3,6-dicloro-2-piridin-carboxilico
CORAMBEN: acido 2,5-dicloro-3-amino-benzoico

2-CPA: acido 2-clorofenoxiacético

4-CPA: acido 4-clorofenoxiacético

4-CPBA: 4cido 2-(4-clorofenoxi) butirico

4-CPPA: 4cido 2-(4-clorofenoxi) propiénico

2,4-D: acido diclorofenoxiacético

DAB: 3-3’-diaminobencidina

DAS: “Dense Aligment Surface” o método de alineamiento de superficies densas
2,4-DB: acido o(2,4-diclorofenoxi) butirico

2,4-DEB: 2-(2,4-diclorofenoxi) acetilbenzoato

2,4-DEP: tris[2-(2,4-diclorofenoxiacetil)] fosfito

DEPC: dietilpirocarbonato

DHA: deshidroascorbato

DICAMBA: acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzoico
DICLORPROP (2,4-DP): 4cido 2-(2,4-diclorofenoxi)propiénico
DMSQO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazina

dNTP: desoxinucle6tidos

DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA-Nay: sal sédica de acido etilendiaminotetraacético
ESM: error estandar de la media

EGPA: electroforesis en gel de poliacrilamida

ERBON: acido 2-(2,4,5-triclorofenoxi) etil 2,2-dicloropropiénico

FAD: flavin adenin dinucle6tido
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FENOPROP (2,4,5-TP): acido 2-(2,4,5-triclorofenoxi) propiénico
FMN: flavin mononucleétido

GAE: equivalentes de 4cido géalico

GSH: glutation reducido (y-glutamil-cisteinil glicina)

GSSG: glutation oxidado

GTP: guanosina trifosfato

GMP: guanosina monofosfato

Hepes: acido N-2-hidroxietilpiperacina-N’-2-etanosulfénico
HPLC: cromatografia liquida de alta presion

IEF: isoelectroenfoque

IFA: adyuvante incompleto de Freud

IgG: inmunoglobulina G

IPTG: 1-isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

JA: &cido jasmonico

KLH: “Keyhole limpet hemacyanin” (proteina trasportadora)
LB: medio de Luria-Bertani

MAPK: quinasa de la proteina activada por mitégeno

MBS: éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisiccinimida
MCPA: 4cido (4-cloro-2 metilfenoxi) acético

MCPB: acido 4-(4-cloro-2 metilfenoxi butirico)

MCPES: 2-(4-cloro-2-metil-fenoxi) acetilsulfato sédico

MDA: monodeshidroascorbato / malondialdehido
MECOPROP (MCPP): acido (2-(2-metil-4-clorofenoxi) propiénico
MP: membrana plasmaético

mRNA: 4cido ribonucleico mensajero

NAA: 1-naftilacético

NAD(P)/NAD(P)H: 2-fosfonucle6tido de nicotinamida y adenina oxidado/reducido
NAT: transportador de ascorbato dependiente de Na*

NBT: azul de nitrotetrazolio

NEM: N-etilmaleimida

NO-: 6xido nitrico

ORF: “Open Reading Fragment” o Fragmento de lectura abierta
PAL: fenilalanina amonioliasa

PARAQUAT: dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo

PBS: tampon fosfato salino (fosfato-k 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM)
PCA: analisis de componentes principales

PCD: muerte celular programada

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PICLORAM: 4cido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridin-carboxilico
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Abreviaturas

PQ: plastoquinona

Pipes: acido piperazina-N,N’-bis-2-etanosulfénico

PMP: polipéptido de membrana peroxisomal

PMSEF: fluoro de fenil metil sulfonilo

PSI / 1I: fotosistema I / 11

PTS: secuencia senal de entrada al peroxisoma

PVDF: difluoruro de polivinilo

QUINCLORAC: &cido 3,7-dicloro-8-quinolin-carboxilico
QUINMERAC: acido 7-cloro-3-metil-8-quinolin-carboxilico
RH: respuesta hipersensible

RNA: acido ribonucleico

RNS: especies de nitrégeno reactivo

ROS: especies de oxigeno reactivo

RUBISCO: ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa
SAGs: genes relacionados con los mecanismos de defensa y la senescencia
SAR: respuesta sistémica adquirida

SDS: lauril sulfato s6dico

SESONE: 2-(2,4-diclorofenoxi) acetil sulfato s6dico

S-GAL: 3,4-ciclohexenoesculetina-f-D-galactopiranésido
2,4,5-T: acido 2,4.5-tricloro-fenoxiacético

2,4,5-TB: acido 4-(2,4,5-triclorofenoxi) butirico

TBE: tampon tris de baja concentracién salina

TBS: tampon tris salino (Tris-HCl 20 mM, pH 7,8, NaCl 0,18 M)
TBST: tampon tris salino con Tween-20 0,05% (v/v)
TBSTA: TBST con ASB 2% (p/ V)

TCA: 4cido tricloroacético

TCB: acido triclorobenzoico

TEMED: N, N, N’, N'-tetrametil-etilendiamina

2,4,5-TES: 2-(2,4,5-triclorofenoxi) acetil sulfato sédico
TMHMM: “Transmembrane Helices based on the Hidden Markov Model” o Hélices
Transmembrana basado en el Modelo Oculto de Markov
Tris: tris-hidroximetilaminometano

UV-B: luz ultravioleta B

VDE: violaxantina depoxigenasa
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