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E l  t r a b a j o  q u e  se  p r e se n t a  e n  e st a  m e m o r i a  d e  T e si s D o c t o r a l  h a  si d o  r e a l i z a d o  e n  e l  

D e p a r t a m e n t o  d e  B i o q u í m i c a ,  B i o l o g í a  C e l u l a r  y  M o l e c u l a r  d e  P l a n t a s,  d e  l a  E st a c i ó n  
E x p e r i m e n t a l  d e l  Z a i d í n  d e  Gr a n a d a  (C o n se j o  Su p e r i o r  d e  I n v e st i g a c i o n e s C i e n t í f i c a s),  c o n  
a y u d a  d e  u n a  b e c a  d e l  P l a n  d e  F o r m a c i ó n  d e  P e r so n a l  I n v e st i g a d o r  d e l  M i n i st e r i o  d e  
E d u c a c i ó n  y  C i e n c i a ,  y  h a  si d o  f i n a n c i a d o  p o r  l a  C I C Y T  (p r o y e c t o  AGL 2 0 0 2 -0 0 9 8 8 ) y  l a  J u n t a  
d e  An d a l u c í a  (g r u p o  d e  i n v e st i g a c i ó n  C V I  1 9 2 ). 

 
L o s r e su l t a d o s d e  e st a  T e si s D o c t o r a l  h a n  si d o  p r e se n t a d o s e n  l o s si g u i e n t e s c o n g r e so s 

y  r e u n i o n e s c i e n t í f i c a s: 
- I X  Si m p o si o  I b é r i c o  so b r e  Nu t r i c i ó n  M i n e r a l  d e  l a s P l a n t a s (Z a r a g o z a ,  E sp a ñ a ,  

Se p t i e m b r e  d e  2 0 0 2 ).  
- I V t h  C o n f e r e n c e  o n  P l a n t  St r e ss,  R e a c t i v e  O x y g e n  a n d  An t i o x i d a n t s (F r e i si n g -

W e i h e n st e p h a n ,  Al e m a n i a ,  Se p t i e m p r e  d e  2 0 0 3 ). 
- X I I t h  B i e n n i a l  M e e t i n g  o f  t h e  So c i e t y  f o r  F r e e  R a d i c a l  R e se a r c h  I n t e r n a c i o n a l  

(B u e n o s Ai r e s,  Ar g e n t i n a ,  M a y o  d e  2 0 0 4). 
- I I nd Sp a n i sh  a n d  P o r t u g u e se  C o n g r e ss o n  F r e e  R a d i c a l s (L e i o a ,  E sp a ñ a ,  

No v i e m b r e  d e  2 0 0 4). 
- I X  C o n g r e so  L u so -E sp a ñ o l  d e  F i si o l o g í a  V e g e t a l  (É v o r a ,  P o r t u g a l ,  Se p t i e m b r e  

d e  2 0 0 5 ). 
- C o n f e r e n c e  o n  O x y g e n  M e t a b o l i sm ,  R O S a n d  R e d o x  Si g n a l i n g  i n  P l a n t s” 

(B r i st o l ,  I n g l a t e r r a ,  D i c i e m b r e  d e  2 0 0 5 ). 
- V I I I  R e u n i ó n  d e  B i o l o g í a  M o l e c u l a r  d e  P l a n t a s (P a m p l o n a ,  E sp a ñ a ,  J u n i o  d e  

2 0 0 6 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
P a r t e  d e  l o s r e su l t a d o s d e  e st a  T e si s D o c t o r a l  h a n  d a d o  l u g a r  a  l a s si g u i e n t e s p u b l i c a c i o n e s: 

 
- M a t e o s,  R .M .,  L e ó n ,  A.M .,  Sa n d a l i o ,  L .M .,  Gó m e z ,  M .,  d e l  R í o ,  L .A.,  P a l m a ,  J .M . 

(2 0 0 2 ) P e r o x i so m a s d e  f r u t o s d e  p i m i e n t o  (Capsicum annuum L.): C a r a c t e r i z a c i ó n  
b i o q u í m i c a  y  a c t i v i d a d  m e t a b ó l i c a  d u r a n t e  l a  m a d u r a c i ó n  d e l  f r u t o . E n  Co municacio ne s 
d e l  I X  S impo sio  I b é r ico  so b r e  N ut r ició n M ine r al  d e  l as P l ant as. P á g s.: 1 7-2 0 . E d i t o r i a l  
I n st i t u c i ó n  F e r n a n d o  e l  C a t ó l i c o . I SB N: 8 4-78 2 0 -6 5 7-4 

 
- M a t e o s,  R .M .,  L e ó n ,  A.M .,  Sa n d a l i o ,  L .M .,  Gó m e z ,  M .,  d e l  R í o ,  L .A.,  P a l m a ,  J .M . 

(2 0 0 3 ) P e r o x i so m e s f r o m  p e p p e r  f r u i t s (Capsicum annuum L .): p u r i f i c a t i o n ,  
c h a r a c t e r i sa t i o n  a n d  a n t i o x i d a n t  a c t i v i t y . J o ur nal  o f  P l ant  P h y sio l o g y  160: 1 5 0 7-1 5 1 6  

 
- M a t e o s,  R .M .,  L e ó n ,  A.M .,  Gó m e z ,  M .,  d e l  R í o ,  L .A.,  P a l m a ,  J .M . (2 0 0 3 ) NAD P -

d e h y d r o g e n a se s a n d  su p e r o x i d e  d i sm u t a se  i n  t h e  r e sp o n se  o f  p e p p e r  p l a n t s t o  a b i o t i c  
st r e ss. F r e e  R ad ical  R e se ar ch  3 7 : 2 7-2 8  

 
- M a t e o s,  R .M .,  R o m á n ,  P .,  C o r p a s,  F .J .,  B a c a r i z o ,  S.,  d e l  R í o ,  L .A.,  P a l m a ,  J .M . (2 0 0 4) 

R o l e  o f  t h e  p e n t o se  p h o sp h a t e  p a t h w a y  d e h y d r o g e n a se s i n  t h e  r i p e n i n g  o f  p e p p e r  
f r u i t s. F r e e  R ad ical  B io l o g y  and  M e d icine  3 6: S1 3 7 

 
- P a l m a ,  J .M .,  M a t e o s R .M .,  J i m é n e z ,  A.,  C o r p a s,  F .J .,  L u n d k v i st ,  M .,  B a c a r i z o ,  S.,  v a n  

D o o r n ,  H .,  Ga r c í a ,  P .,  Se v i l l a ,  F .,  d e l  R í o ,  L .A. (2 0 0 6 ) C a r a c t e r i z a c i ó n  d e  m a r c a d o r e s 
m o l e c u l a r e s i m p l i c a d o s e n  l a  sí n t e si s d e  a sc o r b a t o ,  c a p a c i d a d  a n t i o x i d a n t e  y  
m a d u r a c i ó n  d e  f r u t o s d e  d i f e r e n t e s v a r i e d a d e s d e  p i m i e n t o . E n  P imie nt o s,  2 ª  E d i c i ó n  
(e d . A. Na m e sn y ) E d i c i o n e s d e  H o r t i c u l t u r a ,  S.L .,  R e u s,  e n  p r e n sa  

 
 
 
 
 
 
 

 



Ap o r t a c i o n e s m á s si g n i f i c a t i v a s d e  e st a  T e si s D o c t o r a l  a  l a  c o m u n i d a d  c i e n t í f i c a : 
 

℘ Se  h a n  e st u d i a d o  l o s a n t i o x i d a n t e s e n z i m á t i c o s d e  p i m i e n t o ,  n o  d e  u n a  m a n e r a  
a n a l í t i c a  y  e st á t i c a ,  si n o  c o n  u n a  p r o y e c c i ó n  h a c i a  e l  e m p l e o  d e  l o s m i sm o s c o m o  
m a r c a d o r e s d e  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  v a r i e d a d e s y  d e  l a  c a l i d a d  d e  l o s f r u t o s. P a r a  n u e st r o  
c o n o c i m i e n t o ,  é st a  e s l a  p r i m e r a  v e z  q u e  se  a c o m e t e  u n a  i n v e st i g a c i ó n  d e  e st e  c a l i b r e  
e n  u n o  d e  l o s p r o d u c t o s h o r t í c o l a s d e  m a y o r  c o n su m o  m u n d i a l . 

 
℘ C o n o c i m i e n t o  d e l  c o n t e n i d o  y  l a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  l o s si st e m a s e n z i m á t i c o s 

a n t i o x i d a n t e s e n  u n  p r o d u c t o  d e  g r a n  v a l o r  c o m e r c i a l  c o m o  e s e l  f r u t o  d e  p i m i e n t o ,  
e n  d i st i n t o s e st a d o s d e  m a d u r a c i ó n . 

 
℘ Ap o r t a r  d a t o s so b r e  l a  r e g u l a c i ó n  d e  l a  sí n t e si s d e  a sc o r b a t o  o  v i t a m i n a  C  e n  p l a n t a s 

d e  p i m i e n t o  y  su  e v o l u c i ó n  d u r a n t e  l a  m a d u r a c i ó n  d e l  f r u t o ,  l o  c u a l  e s d e  g r a n  i n t e r é s 
c i e n t í f i c o ,  c o m e r c i a l  y  n u t r i c i o n a l  d a d o  q u e  e l  p i m i e n t o  p o se e  u n  a l t o  c o n t e n i d o  e n  
v i t a m i n a  C .  

 
℘ E n  e st a  T e si s se  h a  p u e st o  a  p u n t o  u n  m é t o d o  d e  a i sl a m i e n t o  d e  p e r o x i so m a s e n  

f r u t o s d e  p i m i e n t o ,  a l g o  q u e  n o  se  h a b í a  d e sc r i t o  a n t e r i o r m e n t e  e n  f r u t o s d e  p l a n t a s 
su p e r i o r e s. E st o  c o n f i e r e  a  l a  t e si s u n  v a l o r  c i e n t í f i c o  a d i c i o n a l ,  y a  q u e  p e r m i t e  
e st u d i a r  l a  r e l e v a n c i a  d e  e st o s o r g á n u l o s e n  e l  m e t a b o l i sm o  c e l u l a r . 

 
℘ Se  h a n  d e p o si t a d o  e n  e l  b a n c o  d e  d a t o s n u e v a s se c u e n c i a s d e  c D NA d e  f r u t o s d e  

p i m i e n t o  (Capsicum annuum L .). E n  c o n c r e t o ,  se  h a  o b t e n i d o  e l  c D NA t o t a l  d e  l a  
Ga l L D H  ( A Y 5 4 7 3 5 2 ),  y  l o s c D NA p a r c i a l e s c o r r e sp o n d i e n t e s a  l a  GR  (n ú m e r o  d e  
a c c e so  A Y 5 4 7 3 5 1) ,  G6 P D H  ( A Y 65 2 7 03 ),  I C D H  (A Y 5 7 2 4 2 6),  6 P GD H  ( A Y 5 3 2 64 6),  
M D AR  ( A Y 65 2 7 02 ),  Ga l D H  (A Y 9 9 5 15 6),  a c t i n a  ( A Y 5 7 2 4 2 7 ) y  F e -SO D  ( A Y 17 3 12 3 ). 

 
℘ Se  h a  i n v e st i g a d o  l a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  l o s si st e m a s a n t i o x i d a n t e s d e  l a  h o j a  e n  l o s 

m e c a n i sm o s d e  d e f e n sa  f r e n t e  si t u a c i o n e s d e  e st r é s a b i ó t i c o .  



 



Durante estos años de entrega a la reali z ac i ó n de esta T esi s h e c onoc i do, 
c onv i v i do, trab aj ado y / o rec i b i do el c ari ño y  apoy o de m uc h as personas a las 
q ue deb o m i s m á s si nc eros agradec i m i entos. 
 
A m i s di rec tores de T esi s, el Dr. J osé M anuel P alm a, por gui arm e durante 
todos estos años, por su entrega y  dedi c ac i ó n a este proy ec to y  por la c onf i anz a 
q ue deposi tó  en m í  para la reali z ac i ó n de este trab aj o y  el Dr. F c o. J av i er 
C orpas, por i ni c i arm e en el m undo de la b i ologí a m olec ular y  su ay uda en la 
elab orac i ó n de esta T esi s. 
 
Al Dr. L ui s Alf onso del R í o por estar si em pre di spuesto a of rec er su ay uda 
c uando la nec esi té y  por transm i ti rm e ese c ari ño espec i al por la c i enc i a y , en 
c onc reto, por los perox i som as. 
 
A la Dra. L ui sa M ª  S andali o, por su ay uda c on las téc ni c as de m i c rosc opí a y , 
por supuesto, a su J osé Á lv aro, q ue m á s de una tarde nos delei tó  c on sus 
agradab les c onv ersac i ones.  
 
Al Dr. M anuel G ó m ez , por su gran lab or y  dedi c ac i ó n durante tantos años a 
este, nuestro grupo y , en espec i al, a m i s “planti tas” de pi m i ento. 
 
A las Dras. F ranc i sc a S ev i lla y  Ana J i m énez  del C E B AS  ( C .S .I .C .) de M urc i a 
por  su trab aj o c onj unto en este proy ec to. 
 
A los Drs. J uan B auti sta y  Alf onso C arreras por su ay uda y  c olab orac i ó n en 
todo lo q ue h ac em os, y  por su af ec to. 
 
Al Dr. N i c h olas S m i rnof f , de la U ni v ersi dad de E x eter, por transm i ti rm e su 
pasi ó n por el asc orb ato y  una m odesta parte de sus c onoc i m i entos en este 
c am po.  
 
Al Dr. T ak ah i ro I sh i k aw a por ser m i  guí a y  c om pañero durante m i  estanc i a en 
el lab oratori o de E x eter. G rac i as por su b uen h um or, apoy o y  am i stad. 
 
A la gente de los S erv i c i os T éc ni c os de la U ni v ersi dad de G ranada, por su 
ay uda c on la m i c rosc opí a elec tró ni c a. 
 



A S y ngenta S eeds, espec i alm ente, a S i erra B ac ari z o, por proporc i onarnos los 
f rutos de pi m i ento si em pre q ue lo req uerí am os, y  a H ans por su ay uda c on el 
P C A. 
 
Durante todos estos años h e c om parti do “poy ata”  c on m uc h os c om pañeros a 
los q ue q ui ero agradec er los b uenos “rati tos” pasados. A M ari na, a la q ue 
agradez c o su am i stad, c ari ño e i nesti m ab le ay uda c on la “m olec ular” y  la q ue 
si em pre rec ordará  su v i aj e a R ota... A M arí a I  por transm i ti rm e esa pasi ó n por 
las v erduras ( m ej or q ue los “b i sh os”) y  por su gran legado ( su T esi s). A M arí a I I  
por los b uenos m om entos. A I v a por su gran ay uda c on el 2 ,4-D. A “Ani ta”, por 
ser una gran c om pañera, por su am i stad y  su ay uda desde los c om i enz os de 
esta T esi s. A “E leni ta”, porq ue si em pre estuv o ah í  c uando m á s la nec esi té, 
f uera y  dentro del lab oratori o, por su ay uda y  c om prensi ó n y , sob re todo, su 
am i stad. A ella y  J av i , por los b uenos “rati tos” pasados. A C arm elo, por su 
ay uda, tanto en el lab oratori o  c om o en las sesi ones de m asaj e para superar 
m i s dolores de c ab ez a, así  c om o por los b uenos m om entos pasados. A Di ana por 
ser m i  ray i to de luz  en el lab oratori o durante esta ú lti m a etapa de la T esi s. A 
M ari  P epa por m antener li m pi o el m ateri al de lab oratori o así  c om o por sus 
rati tos de c onv ersac i ó n. A las J i enenses, R aq uel y  P i lar, por su c ari ño y  
am i stad durante sus respec ti v as estanc i as en  nuestro lab oratori o. A los q ue, 
aunq ue tuv e poc o ti em po para c onoc er, m e h i c i eron pasar m om entos 
agradab les, L ara, P alom a y  J orge. A M ari sol por c ontagi arnos en m uc h os 
m om entos de su alegrí a y  si m patí a. A m i s c om pañeros en el lab oratori o de 
E x eter: L oui se, J h on, C ollen, F eli c i a, O lli , S ab i ne y  F ri ang.  
 
A los “v ec i nos”, J uan P edro, Andrés, P i lar, K ees, R aq uel, Ana, M am en, F rank , 
N i ev es, etc . por estar si em pre di spuestos a of rec er una m ano c uando la 
nec esi té. Y  al “lab oratori o” de J uan A. O c am po por el b uen am b i ente q ue allí  se 
respi ra, en espec i al a m i  I nm i ta, por c om parti r c onm i go tantas em oc i ones y  ser 
m i  am i ga y  c onsej era en los m om entos m á s di f í c i les. A ella y  Alf onso por las 
i nolv i dab les h i stori as sob re b arc os, oruj o... 
 
A m i s c om pañeros en las c lases de i nglés: C arlota, Am ada, E stef aní a, L aura, 
Antoni o y  B elén, por esas h ori tas de aprendi z aj e y  ri sas en las q ue m i  ac ento 
gadi tano a v ec es aparec í a. 
 



A los q ue h ab éi s estado ah í  durante todos estos años of rec i éndom e v uestra 
am i stad: J uan, M ari na, R aul, Q ui na, J uande, Ana, J ose Á ngel, R osa, C arlos, 
M ª  E ugeni a, P atri  y  Antoñi to, porq ue si em pre enc ontrará s un roteño allá  
donde v ay as. A M anolo y  S oni a por ay udarm e c on la téc ni c a de P C R  a ti em po 
real. A L i c y  por c om parti r c onm i go algunos “c af eli tos” y  c onsej os. A B elén por 
trasm i ti rm e su af ec to y  ay uda c uando tanto la nec esi té y  por enseñarm e tanto 
en tan poc o ti em po.  
 
A m i s am i gas/ os, S usana, L aura, M auri , J ose, L ara y  N ac h o porq ue j untos 
h em os c om parti do grandes m om entos. A E duardo y  Ana por “esas b arb ac oas”... 
 
A m i  f am i li a polí ti c a por h ac erm e un h ueq ui to allá  por m i  q ueri da J aén: P epi , 
P ac o, J uan, Ana B elén, Antoni o J osé y  Alb erto.  
 
A toda m i  f am i li a, espec i alm ente a m i  ab uela M erc edes, “la T ata”, porq ue 
si em pre  supi ste transm i ti r tu f uerz a, energí a y  alegrí a por la v i da a todo el 
q ue estab a a tu lado. P or su c ari ño y  dulz ura q ue nunc a olv i daré. A m i s tí os y  
pri m os. A J uani  y  P edro, porq ue si em pre aportá i s v uestro c ari ño en nuestras 
v i si tas a R ota.  
 
A m i  h erm ano, por toda la alegrí a, c ari ño y  f uerz a q ue m e trasm i te. P orq ue a 
su lado se h uele la b ri sa gadi tana, el c arnav al y  el “tangai ”. A J essi , por tu 
am i stad, c ari ño y  ay uda en los m om entos en los q ue m á s lo nec esi té. 
 
A m i s padres, por v uestra ay uda, apoy o y  c om prensi ó n i nc ondi c i onal en todo lo 
q ue m e propuse. G rac i as por ay udarm e a c onsegui r, lo q ue v osotros sab éi s q ue 
era uno de m i s sueños y  retos en la v i da, la T esi s. G rac i as por ser c om o soi s y  
gui arm e en el arduo c am i no de la v i da y  sob re todo, por estar si em pre ah í  
c uando os nec esi té. O s q ui ero. 
 
A m i  V i si , porq ue ésta es tam b i én tu T esi s, por q ue si n ti  esto no h ub i ese si do 
posi b le. G rac i as porq ue la v i da a tu “lai to” es m á s dulc e y  agradab le. G rac i as 
por todo tu apoy o y  c onf i anz a durante todos estos años. T e q ui ero. 
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1.1. E L  F R U T O  D E  P I M I E N T O  ( Capsicum annuum. L.)  
1.1.1. Ca r a c t e r í s t i c a s ,  d e s a r r o l l o  y  c o n d i c i o n e s  d e  c u l t i v o  
El pimiento es originario de la zona de Bolivia y Perú, donde además de Capsicum annuum 
L. se c u ltivab an al menos otras c u atro espec ies. S u  c u ltivo se dif u ndió  desde c omienzos 
del siglo X V I  por el V iej o Mu ndo, desde q u e f u era traí do por Cristó b al Coló n en su  primer 
viaj e (1 4 9 3 ).  

El pimiento (Capsicum annuum L.) es u na h ortaliza de c arác ter anu al, c u yo f ru to no 
c limaté ric o es en f orma de b aya h u ec a, de dif erente c olorac ió n y tamañ o de ac u erdo a la 
variedad. Las semillas se enc u entran insertas en u na plac enta c ó nic a de disposic ió n 
c entral (Fig. 1 .1 A). S on redondeadas, ligeramente renif ormes, de c olor amarillo pálido y 
longitu d variab le entre 3  y 5  milí metros (Fig. 1 .1 B). Pertenec e a la f amilia S o l acace ae  y es 
u na planta h erb ác ea perenne de porte variab le entre los 0 ,5  metros y más de 2  metros, 
c u ando es c u ltivado en invernadero. S u  sistema radic u lar es pivotante y prof u ndo, c on 
nu merosas raí c es adventic ias. Presenta u n tallo princ ipal de c rec imiento limitado y, 
dependiendo de la variedad, presentan u n número determinado de tallos sec u ndarios q u e 
a su  vez se ramif ic an de f orma dic otó mic a. En c u anto a la h oj a, é sta es entera, lampiñ a, 
lanc eolada, c on u n ápic e mu y pronu nc iado y pec í olo largo y poc o aparente. Las f lores 
aparec en solitarias en c ada nu do del tallo, c on inserc ió n en las ax ilas de las h oj as. S on 
peq u eñ as y c onstan, en la mayorí a de los c asos, de u na c orola b lanc a (Fig. 1 .1 C). La 
polinizac ió n es au tó gama, au nq u e pu ede presentarse u n porc entaj e de alogamia q u e no 
su pera el 1 0 %  (w w w .inf oagro.c om/ h ortalizas/ pimiento.h tm). 

S egún su  sab or, los f ru tos de pimiento se c lasif ic an en f ru tos du lc es o pic antes. Los 
f ru tos pic antes su elen ser variedades de f ru to largo y delgado. La c apsaic ina es el 
c omponente responsab le del sab or amargo o pic ante de los f ru tos de la f amilia Capsicum, 
y se c onc entra en los tab iq u es divisorios, plac enta y en las semillas.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A C

D E F

BA C

D E F

B

Fig. 1.1. Caracterís ticas  d el  p im ien to .  A, corte transversal del fruto de pimiento. B, semillas insertas en una placenta 
cónica. C , flor de la planta de pimiento. D -E , tipos de frutos de pimiento seg ún su forma ( C alifornia, L amuy o y  D ulce 
I taliano, respectivamente) .
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Dentro de las variedades de f ru to du lc e se pu eden dif erenc iar tres tipos de 
pimientos:  

- T ipo Calif ornia:  son f ru tos c ortos (7 -1 0  c m), anc h os (6-9  c m), c on tres o c u atro 
c asc os b ien marc ados, c on el c áliz y la b ase del pedúnc u lo por deb aj o o a nivel de 
los h omb ros y de c arne más o menos gru esa (3 -7  mm). S on los c u ltivares más 
ex igentes en temperatu ra, por lo q u e la plantac ió n se realiza temprano (desde 
mediados de mayo a c omienzos de agosto, dependiendo de la c limatologí a de la 
zona), para alargar el c ic lo produ c tivo y evitar prob lemas de c u aj ado c on el 
desc enso ex c esivo de las temperatu ras noc tu rnas (Fig. 1 .1 D). 
- T ipo Lamu yo:  S on f ru tos largos y c u adrados de c arne gru esa. Los c u ltivares 
pertenec ientes a este tipo su elen ser más vigorosos (de mayor porte y entrenu dos 
más largos) y menos sensib les al f rí o q u e los de tipo Calif ornia, por lo q u e es 
f rec u ente c u ltivarlos en c ic los más tardí os (Fig.1 .1 E). 
- T ipo I taliano:  f ru tos alargados, estrec h os, ac ab ados en pu nta, de c arne f ina, 
más tolerantes al f rí o, q u e se c u ltivan normalmente en c ic lo únic o, c on plantac ió n 
tardí a en septiemb re u  oc tu b re y rec olec c ió n entre dic iemb re y mayo, dando 
produ c c iones de 6-7  K g m-2 (Fig. 1 .1 F). 

 
Para el c u ltivo de pimiento, es nec esaria u na temperatu ra amb iente media de 2 0 º C, 

sin demasiados c amb ios b ru sc os de temperatu ra y c on u na tasa de h u medad no 
demasiado alta. R eq u iere gran c antidad de lu z, sob re todo du rante el primer periodo de 
c rec imiento, despu é s de la germinac ió n. El su elo ideal son los q u e poseen b u en drenaj e, 
c on presenc ia de arenas y materia orgánic a. T odos estos req u erimientos h ac en q u e sean 
c u ltivados en invernaderos, donde el manej o de las c ondic iones ex teriores son más 
c ontrolab les. La Figu ra 1 .2 . nos mu estra la temperatu ra c rí tic a en las distintas f ases de 
c rec imiento del f ru to.  

 
 
 
 
 
 
 
 
R ec ientemente, se h a estu diado el ef ec to de las altas temperatu ras en el desarrollo 

de la f lor de la planta de pimiento así  c omo en la posterior produ c c ió n de f ru tos (Eric k son 
&  Mark h art, 2 0 0 2 ). La ex posic ió n de las plantas de pimiento a altas temperatu ras du rante 
la polinizac ió n produ c í a u n menor número y tamañ o de f ru tos y u n menor número de 
semillas (Eric k son &  Mark h art, 2 0 0 1 ;  2 0 0 2 ). A su  vez, c u ando las altas temperatu ras 

Fig. 1.2. Temperaturas críticas para pimien to  en  l as d istin tas f ases d e d esarro l l o    
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af ec tan al desarrollo temprano de la f lor, é sta presenta u na su ave redu c c ió n del número 
de semillas y u na gran disminu c ió n de la viab ilidad del polen.  
 
1.1.2. I m p o r t a n c i a  e c o n ó m i c a  y  d i s t r i b u c i ó n  g e o g r á f i c a  
El pimiento es el segu ndo vegetal más c onsu mido en el mu ndo despu é s del tomate. Por 
ello, este f ru to es de u na gran importanc ia agronó mic a, nu tric ional y c omerc ial. 
Posib lemente deb ido a su  triple destino de c onsu mo, pimiento en f resc o, para pimentó n y 
para c onserva, este produ c to h a alc anzado u n gran valor c omerc ial, princ ipalmente en 
Españ a, donde el c u ltivo de pimiento h a c rec ido espec tac u larmente y h a tenido c omo 
c onsec u enc ia el desarrollo del c u ltivo en invernaderos en todo el litoral mediterráneo 
españ ol (N amesny, 1 9 9 6;  2 0 0 6).  

En c u anto a la c ampañ a de 1 9 9 6, el 4 3 ,9 %  de los pimientos produ c idos en el 
mu ndo proc eden de la Cu enc a del Mediterráneo (N u ez et al., 1 9 9 6). En ella, los 
princ ipales produ c tores son, de mayor a menor, T u rq u í a (produ c e u na c u arta parte de 
todo lo q u e se ob tiene en esta zona del mu ndo), Españ a e I talia (amb as su mab an el 3 0 %  de 
la produ c c ió n de la Cu enc a del Mediterráneo). El otro gran produ c tor del mu ndo es 
Ch ina, en la q u e prác tic amente se ob tiene u na c u arta parte del total. Le sigu en N igeria, 
Mé j ic o, I ndonesia y Estados U nidos (Fig. 1 .3 ). 
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Fig. 1.3. Principales productores de pimiento en el mundo durante las campañas de 19 9 6  y  2 0 0 4 . Datos en 
p or c entaj e.  T otal  en 1 9 9 6 ,  9 . 6 3 8 . 0 0 0  tonel ad as y  en 2 0 0 4 ,  2 1 . 8 2 1 . 2 8 0  tonel ad as.
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Españ a es u no de los princ ipales produ c tores eu ropeos de pimiento y su s 
princ ipales zonas de c u ltivo son Almerí a (8 .0 0 0  h ec táreas) y Mu rc ia (1 .5 0 0  h ec táreas). En 
la primera se emplean todos los tipos de pimiento en c u ltivo de otoñ o e invierno y la 
c osec h a se realiza de oc tu b re a marzo. En Mu rc ia se c omerc ializa c on c u ltivos de 
primavera-verano, desarrollándose la c osec h a entre marzo y j u lio. En este c aso, se 
c u ltivan princ ipalmente f ru tos de tipo lamu yo.  

Dos terc eras partes de la produ c c ió n españ ola de pimiento va destinada al 
merc ado nac ional, mientras q u e el resto es ex portada a otros paí ses eu ropeos 
(w w w .h ortic om.c om). En otoñ o-invierno el liderazgo de las ex portac iones lo tiene Españ a, 
mientras q u e en primavera-verano lo c omparte c on H olanda, en u n f lu j o de produ c to q u e 
c omplementa las respec tivas produ c c iones loc ales (N amesny, 1 9 9 6).  

R espec to al pimiento en f resc o, por su  c arác ter perec edero, los interc amb ios 
internac ionales están c onc entrados en tres áreas. U na es la ya c omentada para ab astec er a 
Eu ropa, b ásic amente proveniente de paí ses eu ropeos y Cu enc a del Mediterráneo. Otra es 
la f ormada por los enví os de Mé j ic o h ac ia Estados U nidos. U na terc era, la q u e se produ c e 
en el este asiátic o, c on produ c to proc edente de Ch ina e I ndia. N o ob stante, el pimentó n y 
pimiento desh idratado sí  son ob j eto de u n ac tivo interc amb io a nivel mu ndial, siendo los 
princ ipales ex portadores, siempre en datos de la FAO, Españ a, Ch ina y Mé j ic o. 

 
1.1.3. V a l o r  n u t r i c i o n a l  
Además del agu a, la c u al representa más del 9 0 %  del c ontenido del f ru to de pimiento 
f resc o, f ib ra, pec tinas, glu c osa, y f ru c tosa representan los princ ipales c omponentes. Esto 
h ac e q u e sea u na h ortaliza c on u n b aj o aporte c aló ric o y, al igu al q u e el resto de verdu ras, 
su  c ontenido proteic o es mu y b aj o y apenas aporta grasas. Los f ru tos de pimiento son 
además, importantes f u entes natu rales de antiox idantes c omo los c arotenoides, vitamina 
C o asc orb ato y vitamina E o α-toc of erol, entre otros (H ow ard et al., 2 0 0 0 ;  N avarro, et al., 
2 0 0 6). Los c arotenoides (c arotenos y x antof ilas) son los responsab les del c olor en los f ru tos 
de pimiento, propiedad q u e deb en princ ipalmente a la c apsantina, y entre su s 
propiedades destac a el q u e son prec u rsores de la vitamina A o retinol (Amit K rish na De, 
2 0 0 3 ). Además, el f ru to f resc o de pimiento destac a por su  alto c ontenido en vitamina C, 
pu diendo ser é ste más del dob le del q u e se enc u entra en f ru tas c omo las naranj as y las 
f resas (Davey et al., 2 0 0 0 ;  Proteggente et al., 2 0 0 2 ;  Mateos et al., 2 0 0 3 ;  Martí nez et al., 
2 0 0 5 ). Por otro lado, la vitamina E retarda o inh ib e la ox idac ió n lipí dic a, ya q u e ac túa 
c omo u n sec u estrador de radic ales lipí dic os (S mirnof f , 2 0 0 0 ). En menor c antidad están 
presentes otras vitaminas del gru po B (B6, B3 , B2  y B1 ). El c ontenido de algu nos 
antiox idantes en el pimiento depende además de mu c h os f ac tores, c omo el estado de 
madu rac ió n, las c ondic iones medioamb ientales o el almac enamiento de dic h os f ru tos 
(J imé nez et al., 2 0 0 3 ;  Martí nez et al., 2 0 0 5 ;  N avarro et al., 2 0 0 6). Entre los minerales, c ab e 
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destac ar la presenc ia de h ierro y potasio, y en menor proporc ió n están presentes el 
magnesio, el f ó sf oro y el c alc io (Amit K rish na De, 2 0 0 3 ).  

La tu rgenc ia y pic or de las espec ies del gé nero Capsicum se deb en, c omo se 
c omentó  anteriormente, princ ipalmente a c ompu estos relac ionados c on la c apsaic ina, los 
c apsaic ionoides. Deb ido a su s ac c iones espec í f ic as, la c apsaic ina es u tilizada en los 
lab oratorios de investigac ió n neu ronal ya q u e, dependiendo de su  dosis pu ede provoc ar 
ef ec tos analgé sic os, antiinf lamatorios o, por el c ontrario, f avorec er la mu erte neu ronal 
(Amit K rish na De, 2 0 0 3 ).  

Desde h ac e algu nos añ os, se relac iona el c onsu mo de f ru tas y verdu ras, deb ido a 
su  c ontenido en antiox idantes, c on la prevenc ió n de enf ermedades c ró nic as relac ionadas 
c on el estré s ox idativo así  c omo el c ánc er y las enf ermedades c ardiovasc u lares . De h ec h o, 
estu dios rec ientes indic an q u e los f ru tos de pimiento se enc u entran dentro de los 
alimentos vegetales más ric os en ac tividad antiox idante (Ch u  et al., 2 0 0 2 ;  Marik o et al., 
2 0 0 5 ). Otros estu dios demu estran q u e los f ru tos de pimiento presentan u n alto c ontenido 
en zeax antina, antiox idante q u e previene la degenerac ió n mac u lar (S ommerb u rg et al., 
1 9 9 8 ). 

 
1.2. E S P E CI E S  D E  O X Í G E N O  R E A CT I V O  ( R O S )  
T odos los organismos aerob ios están af ec tados por la paradó j ic a situ ac ió n de q u e el 
ox í geno, f u ente de su  ex istenc ia, tamb ié n es u na su stanc ia tó x ic a en c u ya presenc ia solo 
pu eden sob revivir grac ias a u n elab orado sistema de def ensa. La tox ic idad del ox í geno es 
deb ida princ ipalmente a los produ c tos de su  redu c c ió n y a su  f orma ex c itada, el ox í geno 
singlete (1O2). La redu c c ió n c ompleta del ox í geno req u iere c u atro elec trones, c on 
produ c c ió n de u na molé c u la de agu a. S in emb argo, la redu c c ió n tamb ié n pu ede oc u rrir en 
pasos u nivalentes, dando lu gar al radic al lib re su peró x ido (O2˙), al peró x ido de h idró geno 
(H 2O2), y al radic al lib re h idrox ilo (˙ OH ) (Fig. 1 .4 ) (S alin, 1 9 8 8 ). Du rante este proc eso se 
f orman molé c u las radic ales, es dec ir q u e presentan u n elec tró n desapareado oc u pando u n 
orb ital ató mic o o molec u lar, (H alliw ell &  G u tteridge, 2 0 0 0 ) y no radic ales, todas ellas 
c onstitu yen j u nto a otras las denominadas espec ies de ox í geno reac tivo (R OS ) (T ab la 1 .1 ). 
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Fig. 1.4. Formación  d e  e s p e cie s  d e  ox íge n o re act iv o 
( R O S )  d u ran t e  l a re d u cción  d e l  ox íge n o a H 2 O  ( S al in ,  19 8 8 ) . La reducción  co m p l et a del  O 2 requiere cuatro 
el ectron es ,  con  p rod ucción  d e d os  m ol écul as  d e ag ua.  S i n  
em b arg o,  l a red ucción  tam b ién  p ued e ocurrir en  p as os  
un iv al en tes ,  d an d o l ug ar s uces iv am en te al  rad ical  l ib re 
s up eróx id o (O2· ) ,  al  p eróx id o d e h i d róg en o (H 2O2 )  y  al  rad ical  l i b re h id rox il o (·OH ) .
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En  p lan t as se h an  det ec t ado u n  g ran  n ú m ero de si t i os de p rodu c c i ó n  de R OS a 
n i v el su bc elu lar (T abla 1 .2 ). Alg u n as de est as reac c i on es est á n  i m p li c adas en  el 
m et aboli sm o n orm al de la c é lu la, c om o la f ot osí n t esi s y la resp i rac i ó n  y ot ras se i n du c en  
en  c i ert as c on di c i on es de est ré s, c om o la f ot orresp i rac i ó n  (M i t t ler, 2 0 0 2 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
1.2.1. R a d i c a l  S u p e r ó x i d o  
El radi c al su p eró x i do (O2·) se p rodu c e p or la redu c c i ó n  del ox í g en o c on  u n  solo elec t ró n  
(Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). Su  est abi li dad es m ayor en  di solv en t es org á n i c os q u e en  
solu c i on es ac u osas, p u es en  é st as desap arec e rá p i dam en t e p or di sm u t ac i ó n  esp on t á n ea.  

El radi c al O2· es i n est able, c on  u n a v i da m edi a de m i li seg u n dos (D on elly &  
R obi n son , 1 9 9 5 ) y p u ede reac c i on ar c on  los p eró x i dos li p í di c os g en erados baj o su  ac c i ó n  y 
ox i dar am i n oá c i dos esp ec í f i c os t ales c om o h i st i di n a, m et i on i n a o t ri p t ó f an o (D at  et  al., 
2 0 0 0 ). El radi c al O2· t am bi é n  p u ede reac c i on ar c on  el ó x i do n í t ri c o (N O˙), c on du c i en do a 
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Tabla 1.2. Sitios de producción  de R O S a n iv el subcelular en  plan tas. 

Peroxinitrito (ON OO-)H id rop eroxil o (H O2·)
Oxíg eno s ing l ete (1O2)A l c oxil o (R O·)
Oz ono (O3)Peroxil o (R O2·)
Ác id o h ip oc l oros o (H OC l )H id roxil o (·OH )
Peróxid o d e H id róg eno (H 2O2)S u p eróxid o (O2·)
No radicalesR adicales

Peroxinitrito (ON OO-)H id rop eroxil o (H O2·)
Oxíg eno s ing l ete (1O2)A l c oxil o (R O·)
Oz ono (O3)Peroxil o (R O2·)
Ác id o h ip oc l oros o (H OC l )H id roxil o (·OH )
Peróxid o d e H id róg eno (H 2O2)S u p eróxid o (O2·)
No radicalesR adicales

Tabla 1.1. Principales especies de oxíg eno react iv o ( R O S )
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la f orm ac i ó n  de p erox i n i t ri t o (ON OO), q u e es u n a m olé c u la c on  m ayor c ap ac i dad 
ox i dan t e (D at  et  al., 2 0 0 0 ). U n o de los ef ec t os m á s t ó x i c os del O2· su rg e c u an do é st e 
reac c i on a c on  H2O2 en  p resen c i a de m et ales c om o F e o C u , llev á n dose a c abo la reac c i ó n  
Haber-W ei ss (F i g . 1 .5 ) c on  la c on si g u i en t e p rodu c c i ó n  de radi c al h i drox i lo (·OH), u n o de 
los ox i dan t es m á s p ot en t es q u e se c on oc en .  

 
 
 
 
 
 
 

 
A n i v el su bc elu lar, el radi c al O2˙ se ori g i n a c om o c on sec u en c i a del desv í o h ac i a el 

ox í g en o de los elec t ron es de las c aden as de t ran sp ort e elec t ró n i c o u bi c adas en  las 
m em bran as de los org á n u los c elu lares (D on elly &  R obi n son , 1 9 9 5 ; L ledí as et  al., 1 9 9 8 ). 
T am bi é n  es g en erado p or en z i m as ox i g en asas y ox i dasas c ap ac es de redu c i r di rec t am en t e 
el O2 a O2˙, c om o la x an t i n a ox i dasa, la g alac t osa ox i dasa o p erox i dasas i n esp ec í f i c as. Ot ra 
f u en t e es la au t oox i dac i ó n  de c om p u est os redu c i dos, t ales c om o m i og lobi n a, 
h em og lobi n a, c i t oc rom o c, f erredox i n a, c at ec olam i n as, f en oles, f lav i n as e h i droq u i n on as 
(Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). 

L os p ri n c i p ales org á n u los v eg et ales p rodu c t ores de radi c ales su p eró x i do son  los 
c lorop last os, las m i t oc on dri as y los p erox i som as. T am bi é n  se p rodu c en  radi c ales 
su p eró x i do en  la p ared c elu lar y en  la m em bran a p lasm á t i c a. En  c lorop last os, el p ri n c i p al 
si t i o de g en erac i ó n  de O2˙ es el f ot osi st em a I , a n i v el de la f erredox i n a-N AD P -redu c t asa y 
la f orm a redu c i da de la m on odesh i droasc orbat o redu c t asa (M D AR ) (Asada &  T ak ah ash i , 
1 9 8 7 ; Asada, 1 9 9 2 ; 1 9 9 4 ; 2 0 0 0 ; C orp as et  al., 2 0 0 1 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). 
Asi m i sm o, rec i en t em en t e se h a desc ri t o la g en erac i ó n  de radi c ales O2˙ en  el f ot osi st em a I I , 
p or el P 6 8 0 , la f eof i t i n a y la p rot eí n a Q A (An n an yev  et  al., 1 9 9 4 ; N av ari -I z z o &  R asc i o, 
1 9 9 9 ). L os radi c ales O2˙ son  p rodu c t os i n ev i t ables de la c aden a de t ran sp ort e elec t ró n i c o 
de los c lorop last os du ran t e la f ot osí n t esi s, i n c lu so en  c on di c i on es ó p t i m as (L asc an o et  al., 
1 9 9 8 ). C i ert as si t u ac i on es m edi oam bi en t ales, c om o u n a alt a i n t en si dad de lu z  y/ o u n a 
baj a c on c en t rac i ó n  de C O2, di sm i n u yen  la p osi bi li dad de N AD P + en  el c lorop last o, 
i n c rem en t á n dose el f lu j o elec t ró n i c o h ast a el O2 y c on du c i en do est o a u n a m ayor 
p rodu c c i ó n  de O2˙ (C asan o et  al., 1 9 9 7 ; K arp i n sk i  et  al., 1 9 9 7 ; L asc an o et  al., 1 9 9 8 ).  

En  m i t oc on dri as v eg et ales, la g en erac i ó n  de radi c ales O2˙ oc u rre p or 
au t oox i dac i ó n  de los c om p on en t es redu c i dos de la c aden a de t ran sp ort e elec t ró n i c o 
resp i rat ori a (D at  et  al., 2 0 0 0 ), en  p art i c u lar, a n i v el de la u bi q u i n on a-c i t oc rom o b (c om p lej o 
I I ) y la N AD H desh i drog en asa (c om p lej o I ) (B ov eri s, 1 9 8 4 ; G on z á lez -F lec h a &  B ov eri s, 

Fig. 1.5. Formación  d e  rad ical e s  · O H  p or l a re acción  d e  H ab e r-W e i s s . Esta reacción  está
catal iz ad a p o r m etal es co m o  F e o  C u .

O2
· +  F e + 3 O2 +  F e + 2

O2 +  H 2O2 F e + 3 +  ·OH  +  OH - ( R e a c c i ón  d e  F e n t o n )

O2
· +  H 2O2 +  ·OH  +  OH -O2 ( R e a c c i ón  d e  H a b e r -W e i s s )

O2
· +  F e + 3 O2 +  F e + 2

O2 +  H 2O2 F e + 3 +  ·OH  +  OH - ( R e a c c i ón  d e  F e n t o n )

O2
· +  H 2O2 +  ·OH  +  OH -O2 ( R e a c c i ón  d e  H a b e r -W e i s s )

O2
· +  F e + 3 O2 +  F e + 2

O2 +  H 2O2 F e + 3 +  ·OH  +  OH - ( R e a c c i ón  d e  F e n t o n )

O2
· +  H 2O2 +  ·OH  +  OH -O2 ( R e a c c i ón  d e  H a b e r -W e i s s )
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1 9 9 5 ; D at  et  al., 2 0 0 0 ). Adem á s, el u bi q u i n ol (U Q ˙) p u ede c eder elec t ron es al c om p lej o I I I  
en  dos si t i os, u n o a n i v el de la su p erf i c i e i n t ern a y ot ro j u n t o a la su p erf i c i e ex t ern a de la 
m em bran a m i t oc on dri al i n t ern a, dan do lu g ar a la li berac i ó n  de radi c al su p eró x i do a 
am bos lados de di c h a m em bran a (R ah a &  R obi n son , 2 0 0 0 ; M oller, 2 0 0 1 ). 

En  p erox i som as de h oj as de g u i san t e y de c ot i ledon es de san dí a se h an  desc ri t o al 
m en os dos si t i os p ara la reg en erac i ó n  de radi c ales O2˙ :  en  la m at ri z , p or ac c i ó n  de la 
x an t i n a ox i dasa (X OD ), y en  la m em bran a, dep en di en t e de N AD (P )H (San dali o &  del R í o, 
1 9 8 8 ; del R í o et  al., 1 9 9 2 ; L ó p ez -Hu ert as et  al., 1 9 9 7 ; 1 9 9 9 ; C orp as et  al., 2 0 0 1 ).  

Ot ras f u en t es c elu lares de p rodu c c i ó n  de radi c ales O2˙ son  las p erox i dasa de la 
p ared c elu lar, q u e p rodu c en  O2˙ a ex p en sas del N AD H en  u n a reac c i ó n  dep en di en t e de 
M n 2+ (B olw ell et  al., 1 9 9 5 ; D at  et  al., 2 0 0 0 ) y las N AD (P )H ox i dorredu c t oras de la 
m em bran a p lasm á t i c a, q u e p rodu c en  O2˙ y H2O2, y est á n  asoc i adas a c aden as de 
t ran sp ort e elec t ró n i c o (V i an ello et  al., 1 9 9 0 ; V i an ello &  M ac ri , 1 9 9 1 ; Hi c k s &  M orre, 1 9 9 8 ). 

D e las ox i dasas y ox i g en asas, la f orm a O de la x an t i n a ox i dorredu c t asa (x an t i n a 
ox i dasa, X OD ), es u n o de los p ri n c i p ales si st em as en z i m á t i c os c elu lares g en eradores de 
O2˙ (F ri dov i c h , 1 9 8 6 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ; P alm a et  al., 2 0 0 2 ). L a X OD , c u ya 
f u n c i ó n  f i si oló g i c a es c on v ert i r x an t i n a e h i p ox an t i n a p roc eden t es de la deg radac i ó n  de 
á c i dos n u c lei c os en  á c i do ú ri c o, es u n a f lav op rot eí n a c on  m u y baj a esp ec i f i c i dad de 
su st rat o, lo q u e la c ap ac i t a p ara g en erar radi c ales O2˙ a p art i r de u n a am p li a g am a de 
c om p u est os, en t re los q u e se en c u en t ran  p i ri m i di n as, p t eri n as y aldeh i dos (F ri dov i c h , 
1 9 8 6 ; N i c h ols &  L ow , 1 9 8 6 ; N i sh i n o, 1 9 9 4 ; Harri n son , 2 0 0 2 ). En  p lan t as, se h a observ ado la 
p resen c i a de X OD  en  el c i t osol y en  los p erox i som as de h oj as y n ó du los (N g u yen  et  al., 
1 9 8 6 ; N g u yen , 1 9 8 6 ; D at t a et  al., 1 9 9 1 ; C orp as et  al., 1 9 9 7 ), y su  f u n c i ó n  se h a relac i on ado 
c on  la f i j ac i ó n  del n i t ró g en o y la bi osí n t esi s de u rei dos en  n ó du los (Han k s et  al., 1 9 8 1 ; 
At k i n s et  al., 1 9 8 4 ), y c on  el c at aboli sm o de á c i dos n u c lei c os y n u c leó t i dos en  el rest o de 
t ej i dos (C orp as et  al., 1 9 9 7 ), esp ec i alm en t e du ran t e la sen esc en c i a (N g u yen , 1 9 8 6 ; P ast ori  
&  del R í o, 1 9 9 7 ) y du ran t e las relac i on es p at ó g en o-h osp edador (M on t albi n i , 1 9 9 2 ). 

 
1.2.2. P e r ó x i d o  d e  h i d r ó g e n o  
D e t odas las R OS, el H2O2 es el m á s est able en  solu c i ó n , t i en e u n a v i da m edi a 
relat i v am en t e alt a, y p u ede c om p ort arse c om o ox i dan t e o redu c t or, au n q u e t i en e baj a 
c ap ac i dad p ara reac c i on ar c on  la m ayorí a de las m olé c u las org á n i c as si  n o ex i st en  
c at ali z adores m et á li c os (K arp i n sk i  et  al., 1 9 9 7 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ; D at  et  al., 
2 0 0 0 ). Ex i st en  di st i n t os si st em as c elu lares de g en erac i ó n  de p eró x i do de h i dró g en o. El 
H2O2 se ori g i n a p or desp rop orc i on am i en t o esp on t á n eo o en z i m á t i c o de los radi c ales 
su p eró x i do p or la su p eró x i do di sm u t asa (SOD ) (Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). Adem á s, 
la redu c c i ó n  de los radi c ales O2˙ p or asc orbat o, t i oles, f erredox i n a o i on es M n 2+, llev a 
t am bi é n  c on si g o la p rodu c c i ó n  de H2O2 (Asada &  T ak ah ash i , 1 9 8 7 ; M i ller et  al., 1 9 9 0 ). El 
H2O2 es asi m i sm o p rodu c i do du ran t e la ac c i ó n  en z i m á t i c a de di v ersas ox i dasas (g lu c osa 
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ox i dasa, D -am i n oá c i do ox i dasa, p rost ag lan di n a si n t et asa, m on oam i n o ox i dasa, et c . 
(B allou  et  al., 1 9 6 9 ; Halli w ell, 1 9 8 7 ); de f lav í n  ox i dasas (g li c olat o ox i dasa, x an t i n a ox i dasa 
(i n di rec t am en t e), u rat o ox i dasa, et c .) (L ledí as et  al., 1 9 9 8 ); y, de p erox i dasas, c om o las 
i m p li c adas en  la ex p losi ó n  ox i dat i v a p rov oc ada p or p at ó g en os (D at  et  al., 2 0 0 0 ).  

U n a de las c au sas de la t ox i c i dad bi oló g i c a del H2O2 p rov i en e de su  c ap ac i dad 
p ara ox i dar a los g ru p os –SH, la c u al p u ede i n c rem en t arse en  p resen c i a de c at ali z adores 
m et á li c os p or las reac c i on es F en t on  o Haber-W ei ss (D at  et  al., 2 0 0 0 ). 

L a p rodu c c i ó n  de H2O2 en  la m ayorí a de las c é lu las aerobi as oc u rre en  los 
p erox i som as, las m i t oc on dri as, los m i c rosom as y los c lorop last os (Halli w ell &  G u t t eri dg e, 
2 0 0 0 ). En  los c lorop last os y m i t oc on dri as, el H2O2 se ori g i n a p or di sm u t ac i ó n  esp on t á n ea 
del O2˙  y p or la ac c i ó n  de las su p eró x i do di sm u t asas q u e allí  se u bi c an  (Asada, 2 0 0 0 ; 
R ah a &  R obi n son , 2 0 0 0 ). En  los p erox i som as, las p ri n c i p ales f u en t es de H2O2 son  la 
g li c olat o ox i dasa, la ac i l-C oA ox i dasa y ot ras f lav í n  ox i dasas (u rat o ox i dasa, x an t i n a 
ox i dasa, et c ) y la su p eró x i do di sm u t asa (del R í o et  al., 2 0 0 2 a; 2 0 0 2 b).  

U n  asp ec t o i m p ort an t e del H2O2 es q u e p u ede i n t erv en i r c om o m olé c u la 
señ ali z adora (N oc t or et  al., 2 0 0 2 a; 2 0 0 2 b; M i t t ler et  al., 2 0 0 4 ; F oyer &  N oc t or, 2 0 0 5 ), dada 
su  relat i v a est abi li dad, p eq u eñ o t am añ o y a q u e h ay m u c h os m ec an i sm os i m p li c ados en  
su  p rodu c c i ó n , alg u n os de los c u ales son  rá p i dos y c on t rolables, y ot ros en  su  eli m i n ac i ó n  
(Han c oc k  et  al., 2 0 0 1 ; F oyer &  N oc t or, 2 0 0 5 ). En  est e c aso, el H2O2 i n t erv i en e c om o 
seg u n do m en saj ero en  m u c h os p roc esos asoc i ados c on  el c rec i m i en t o y desarrollo de la 
p lan t a (Sh oroeder et  al., 2 0 0 1 a; 2 0 0 1 b; F orem an  et  al., 2 0 0 3 ). C om o seg u n do m en saj ero de 
la ac c i ó n  h orm on al, el H2O2 y el AB A i n t erac t ú an  c on t rolan do la ap ert u ra est om á t i c a, y 
am bos est á n  i m p li c ados en  la ac t i v ac i ó n  de los c an ales de C a2+ (P ei  et  al., 2 0 0 0 ), q u e a su  
v ez  ac t i v a a las N AD P H ox i dasas de m em bran a, g en eradoras de O2˙  (Han c oc k  et  al., 
2 0 0 1 ; F orem an  et  al., 2 0 0 3 ). En  est e c aso, el H2O2, a t rav é s de las N AD P H ox i dasas 
p rodu c t oras de R OS y las p erox i dasas, ac t i v a p roc esos t an  di v ersos c om o la ex p resi ó n  de 
g en es, c i erre est om á t i c o, c rec i m i en t o de la raí z  y la m u ert e c elu lar p rog ram ada (F oyer &  
N oc t or, 2 0 0 5 ). D e h ec h o, la ac u m u lac i ó n  de H2O2 est á  asoc i ada c on  la ex p resi ó n  de g en es 
de def en sa f ren t e a la resp u est a h i p ersen si ble o a h eri das (F oyer et  al., 1 9 9 7 ; N oc t or et  al., 
2 0 0 2 a; 2 0 0 2 b). Adem á s, el H2O2 p arec e i n t erv en i r en  m ec an i sm os de señ ali z ac i ó n  
m edi an t e la alt erac i ó n  del est ado redox  de la c é lu la, el c u al es c ru c i al p ara el c orrec t o 
f u n c i on am i en t o de m u c h as en z i m as (Han c oc k  et  al., 2 0 0 1 ). Est e h ec h o t am bi é n  le p erm i t e 
alt erar el est ado redox  de c i ert os an t i ox i dan t es c om o el g lu t at i on  y el asc orbat o, lo c u al 
af ec t a a la ex p resi ó n  y t radu c c i ó n  de alg u n os g en es (N oc t or et  al., 2 0 0 2 a; 2 0 0 2 b; F oyer &  
N oc t or, 2 0 0 5 ). N o obst an t e, los c am bi os m á s i m p ort an t es en  el est ado redox  c elu lar, 
p rov oc ados p or u n  au m en t o en  la p rodu c c i ó n  de H2O2 en  resp u est a a est ré s o a h orm on as, 
t i en en  lu g ar a n i v el ap op lá st i c o don de la c ap ac i dad de reg en erac i ó n  del asc orbat o es 
redu c i da y los n i v eles de g lu t at i on  son  esc asos o au sen t es (N oc t or et  al., 2 0 0 2 a).  
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1.2.3. R a d i c a l  h i d r o x i l o  
El radi c al ˙OH es c on si derado el ox i dan t e m á s p ot en t e en t re t odas las esp ec i es de ox í g en o 
reac t i v o. Su  v i da m edi a es m u y c ort a de ap rox i m adam en t e 1  x  1 0 -9 seg u n dos. Son  c ap ac es 
de reac c i on ar c on  p rot eí n as, á c i dos n u c lei c os y lí p i dos de m em bran a (L ledí as et  al., 1 9 9 8 ; 
Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). Adem á s, los radi c ales ˙OH son  c ap ac es de reac c i on ar c on  
g ran  c an t i dad de m olé c u las org á n i c as, t ales c om o az ú c ares, am i n oá c i dos, f osf olí p i dos, 
n u c leó t i dos y á c i dos org á n i c os (Hoey et  al., 1 9 8 8 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 1 9 9 2 ; 2 0 0 0 ; 
M i t t ler et  al., 2 0 0 4 ). Adem á s de la reac c i ó n  Haber-W ei ss, desc ri t a an t eri orm en t e, ot ra de 
las f u en t es de ˙OH es la reac c i ó n  de det erm i n adas sem i q u i n on as c on  el H2O2, h abi é n dose 
p ost u lado q u e p u ede ser p osi ble si n  la n ec esi dad de q u e i on es m et á li c os ac t ú en  c om o 
c at ali z adores (K ap p u s, 1 9 8 5 ). 
 
1.2.4. O x í g e n o  s i n g l e t e  
El ox í g en o si n g let e (1O2), u n a f orm a de est ado ex c i t ado del ox í g en o n o radi c al, es u n a 
esp ec i e m u y reac t i v a (Asada &  T ak ah ash i , 1 9 8 7 ; L ledí as et  al., 1 9 9 8 ). L a ex c i t ac i ó n  del O2 
oc u rre c u an do det erm i n ados c om p u est os, c om o t et rap i rroles, f lav i n as, u t eri n as, c lorof i las, 
ret i n oi des y v ari as p orf i ri n as, son  i lu m i n ados c on  lu z  de u n a det erm i n ada lon g i t u d de 
on da, p rodu c i é n dose desp u é s las llam adas reac c i on es f ot odi n á m i c as o de 
f ot osen si bi li z ac i ó n  (L ledí as et  al., 1 9 9 8 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ; F u f ez an  et  al., 2 0 0 2 ; 
op  den  C am p  et  al., 2 0 0 3 ). L a en erg í a de ex c i t ac i ó n  q u e se ac u m u la en  c om p u est os c om o 
la c lorof i la, se t ran sm i t e en t on c es al O2, f orm á n dose el 1O2. L a c ap ac i dad ox i dat i v a del 1O2 

es m ayor q u e la del ox í g en o m olec u lar, p u di en do ox i dar a alg u n as en z i m as c om o la 
c at alasa. Est a R OS t i en e, adem á s, g ran  af i n i dad p or am bi en t es li p of í li c os, don de m u est ra 
u n a v i da m edi a m á s alt a y p u ede p rom ov er la p erox i dac i ó n  li p í di c a (Halli w ell &  
G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ; Af f ek  &  Y ak i r, 2 0 0 2 ; B on i n i  et  al., 2 0 0 2 ; T rebst  et  al., 2 0 0 2 ). 
 

C om o h em os i do observ an do las esp ec i es de ox í g en o reac t i v o son  g en eradas en  los 
p roc esos m et abó li c os h abi t u ales en  t odos los org an i sm os aerobi os. D e h ec h o, ya en  los 
añ os 7 0 , se est i m ó  q u e el 1 %  del O2 c on su m i do p or la m i t oc on dri a se desv i aba h ac i a la 
f orm ac i ó n  de O2˙  (B ov eri s &  C h an c e, 1 9 7 3 ). L os dañ os p rodu c i dos p or las R OS, i n c lu i dos 
la m u t ac i ó n  del D N A, la ox i dac i ó n  de p rot eí n as y la p erox i dac i ó n  li p í di c a c on t ri bu yen  a la 
ap ari c i ó n  de c á n c er, di abet es, art eri osc lerosi s, i n f lam ac i ó n  y en v ej ec i m i en t o de la p i el 
(F i n k el, 2 0 0 0 ). En  los ú lt i m os añ os, la p rev en c i ó n  de c á n c er y en f erm edades 
c ardi ov asc u lares est á  asoc i ada al c on su m o de f ru t a f resc a, v eg et ales y t é  ri c o en  
an t i ox i dan t es n at u rales (C ao et  al., 1 9 9 6 ). Est o su g i ere q u e a m ayor c on su m o de est as 
su st an c i as el ri esg o de m u ert e en  est as en f erm edades sea m en or (W i llc ox  et  al., 2 0 0 4 ). P or 
ello desde h ac e alg u n os añ os se est á  llev an do a c abo el est u di o del c on t en i do en  
an t i ox i dan t es en  m u c h as esp ec i es de i n t eré s ag roali m en t ari o c om o v erdu ras y f ru t os. 
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1.2.5. R O S  y  e s t r é s  a b i ó t i c o  e n  p l a n t a s   
En  si t u ac i on es n orm ales, las R OS q u e se g en eran  p or el p rop i o m et aboli sm o c elu lar n o 
ac t ú an  de f orm a t ó x i c a, p u est o q u e son  eli m i n adas p or los si st em as de def en sa de la 
c é lu la, p ero en  c i ert as si t u ac i on es de est ré s, la sí n t esi s de R OS se v u elv e m á s ac t i v a, si en do 
los si st em as an t i ox i dan t es i n c ap ac es de eli m i n ar el ex c eso de R OS y p rov oc an do, en  la 
m ayorí a de los c asos, est ré s ox i dat i v o o dañ os en  las c é lu las y t ej i dos don de se p rodu c en .  

Ac t u alm en t e se c on oc en  m u c h as si t u ac i on es de est ré s q u e p rodu c en  u n a resp u est a 
ox i dat i v a en  la p lan t a c om o p u eden  ser el est ré s t é rm i c o, h í dri c o, p or an aerobi osi s, p or 
x en obi ó t i c os, p or p roc esos p at og é n i c os y p or n u t ri en t es, en t re ot ros. A c on t i n u ac i ó n  se 
m u est ra u n  li g ero resu m en  de los resu lt ados desc ri t os en  la li t erat u ra y q u e relac i on an  el 
est ré s abi ó t i c o c on  la sobrep rodu c c i ó n  de R OS. 

L os dañ os oc asi on ados en  si t u ac i on es de e s t r é s  h í d r i co  p arec en  g u ardar u n a 
relac i ó n  di rec t a c on  la g en erac i ó n  de radi c ales su p eró x i do en  c lorop last os. A su  v ez  di c h o 
radi c al O2˙ p odrí a g en erar radi c al h i drox i lo p or reac c i ó n  c on  F e, q u e se en c u en t ra en  
c on c en t rac i ó n  elev ada en  c on di c i on es li m i t an t es de ag u a (P ri c e &  Hen dry, 1 9 8 9 ; N oc t or et  
al., 2 0 0 2 a). 

En  p lan t as ac u á t i c as, don de en  oc asi on es el ox í g en o p u ede ser u n  f ac t or li m i t an t e, 
ori g i n á n dose e s t r é s  p o r  a n o x i a , p arec e q u e la p rodu c c i ó n  de radi c ales O2˙ p u ede deberse a 
la ac t i v i dad x an t i n a ox i dasa (X OD ; EC  1 .1 .3 .2 2 ) o p or la ox i dac i ó n  esp on t á n ea de 
c om p u est os redu c i dos ac u m u lados en  el p eri odo an ó x i c o. En  p lan t as sen si bles a di c h o 
est ré s la rest au rac i ó n  de la c on c en t rac i ó n  de ox í g en o v a ac om p añ ada de u n  i n c rem en t o de 
la c on c en t rac i ó n  de m alon di aldeh i do, u n  p rodu c t o de la p erox i dac i ó n  li p í di c a, lo q u e 
p rov oc a dañ os ox i dat i v os du ran t e la f ase de rec u p erac i ó n  (M on k  et  al., 1 9 8 7 ; 1 9 8 9 ).  

C i ert os h e r bi ci d a s  ej erc en  su  t ox i c i dad a t rav é s de la p rodu c c i ó n  de R OS 
p rov oc an do u n  est ré s ox i dat i v o en  c lorop last os. Est e es el c aso del p araq u at  y di q u at  q u e 
son  redu c i dos en  el c lorop last o, c on  f orm ac i ó n  de su  radi c al c at i ó n i c o q u e reac c i on a c on  el 
O2 dan do lu g ar a la p rodu c c i ó n  de radi c ales O2˙ y el H2O2 (Halli w ell, 1 9 8 7 ; Elst n er, 1 9 8 7 ). 
L os radi c ales ˙OH t am bi é n  ej erc en  su  ef ec t o t ó x i c o al f orm ar radi c ales li p í di c os. Ot ros 
h erbi c i das c om o el D M C U  (di c lorof en i l di m et i l u rea), ej erc en  su  t ox i c i dad a t rav é s de la 
g en erac i ó n  de ox í g en o si n g let e, o bi en  p or i n h i bi c i ó n  del t ran sp ort e elec t ró n i c o 
f ot osi n t é t i c o, o p or rep resi ó n  de la sí n t esi s de c arot en oi des. P or ú lt i m o, se h a p ost u lado 
q u e los h erbi c i das au x í n i c os ej erc en  su  ac c i ó n  p rop i c i an do u n a sobrep rodu c c i ó n  de R OS 
(G rossm an n , 2 0 0 0 a; R om ero-P u ert as et  al., 2 0 0 4 ). 

Ex i st en  co n t a m i n a n t e s  a t m o s f é r i co s  c om o el SO2 q u e p u ede ser redu c i do en  el 
c lorop last o a radi c al HSO3˙, el c u al p u ede p rodu c i r u n a reac c i ó n  en  c aden a c on  f orm ac i ó n  
de ˙OH, lo q u e a su  v ez  ori g i n arí a p erox i dac i on es li p í di c as y c on du c i rí a a la dest ru c c i ó n  
de las c lorof i las y lí p i dos de m em bran a (Elst n er, 1 9 8 7 ; San dm an n  &  G on z á lez , 1 9 8 9 ). L a 
p olu c i ó n  m edi oam bi en t al p rov oc a, adem á s, la p roli f erac i ó n  de p erox i som as debi do a u n a 
sobrep rodu c c i ó n  de R OS (L ó p ez -Hu ert as et  al., 2 0 0 0 ; C aj arav i lle et  al., 2 0 0 3 ). 
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T am bi é n  se h an  observ ado f orm ac i ó n  de R OS en  si t u ac i on es de e s t r é s  s a l i n o . En  
p lan t as de P i s u m  s a t i v u m  som et i das a est ré s sali n o p arec e t en er lu g ar u n  i n c rem en t o en  la 
p rodu c c i ó n  de radi c ales O2˙ y H2O2 en  m i t oc on c on dri as y c lorop last os, c on  u n  au m en t o 
en  la p erox i dac i ó n  li p í di c a y ox i dac i ó n  de p rot eí n as y u n  i n c rem en t o de alg u n as de las 
def en sas en z i m á t i c as (Hern á n dez  et  al., 1 9 9 3 ; 1 9 9 5 ; G ó m ez  et  al., 1 9 9 9 ; 2 0 0 4 ). 

Se relac i on a los ef ec t os t ó x i c os de las alt as c on c en t rac i on es de m e t a l e s  c on  la 
p rodu c c i ó n  de R OS. En  c lorop last os ai slados de esp i n ac a, c on c en t rac i on es elev adas de C u  
p rov oc an  u n a i n h i bi c i ó n  del t ran sp ort e f ot osi n t é t i c o, lo q u e c on du c i rí a al desv í o de los 
elec t ron es h ac i a el ox í g en o c on  p rodu c c i ó n  de ox i rradi c ales y radi c ales li p í di c os (Sh i oi  et  
al., 1 9 7 8 ; San dm an n  &  B og er, 1 9 8 0 ). En  p lan t as de g u i san t e t rat adas c on  C d la 
sobrep rodu c c i ó n  de R OS t am bi é n  g en era u n  desc en so de la t asa f ot osi n t é t i c a y u n  
i n c rem en t o de la p erox i dac i ó n  li p í di c a, ox i dac i ó n  de p rot eí n as y de la ac t i v i dad p rot easa 
(San dali o et  al., 2 0 0 1 ; R om ero-P u ert as et  al., 2 0 0 2 a). 

El dañ o ox i dat i v o a las bi om olé c u las est á  c on  f rec u en c i a asoc i ado a c u alq u i er c lase 
de est ré s. T odas las R OS g en eradas p u eden  reac c i on ar c on  el D N A, p rot eí n as y lí p i dos 
(D at  et  al., 2 0 0 0 ). L as p ri n c i p ales reac c i on es de las R OS c on  las m olé c u las de los 
c om p on en t es c elu lares i n c lu yen  el i n i c i o de p roc esos de au t ox i dac i ó n  de bi om olé c u las p or 
radi c ales ˙OH e h i drop erox i lo (HO2˙), reac c i on es de ram i f i c ac i ó n  p or radi c ales alc ox i lo 
(R O˙), reac c i on es de adi c i ó n  p or radi c ales ˙OH y p or  1O2 a dobles en lac es, reac c i on es de 
abst rac c i ó n  de h i dró g en os de c arbon os arí li c os p or radi c ales ˙OH, y la ox i dac i ó n  de 
g ru p os –SH, g ru p os t i oé t er (R -S-R ) y g ru p os am i n o (-N H2) (C eru t t i , 1 9 8 5 ). L as 
c on sec u en c i as m á s drá st i c as son  m u t ac i on es, i n t erc am bi os de c rom á t i das h erm an as, 
aberrac i on es c rom osó m i c as, c i t ot ox i c i dad, c arc i n og é n esi s (i n du c c i ó n  de las f ases de 
p rom oc i ó n  y p rog resi ó n ) y deg en erac i ó n  c elu lar relac i on ada c on  el en v ej ec i m i en t o 
(C eru t t i , 1 9 8 5 ). 

A n i v el p rot ei c o, alt os n i v eles de R OS c au san  m odi f i c ac i on es ox i dat i v as en  las 
p rot eí n as (R ei n h ec k el et  al., 1 9 9 8 ; P alm a et  al., 2 0 0 2 ), q u e t erm i n an  i n ac t i v á n dolas y 
h ac i é n dolas m u c h o m á s su sc ep t i bles a la ac t i v i dad p rot eolí t i c a en dó g en a (St adt m an , 1 9 9 2 ; 
L ledí as et  al., 1 9 9 8 ; L asc an o et  al., 1 9 9 8 ; D ou li s et  al., 1 9 9 8 ). En  p rot eí n as, los si t i os di rec t os 
ex p u est os a la ac c i ó n  de R OS son  los am i n oá c i dos arom á t i c os y los g ru p os –SH (L asc an o 
et  al., 1 9 9 8 ). El dañ o f u n c i on al de las p rot eí n as p or R OS p u ede oc u rri r p or ox i dac i ó n  
di rec t a de las c aden as lat erales de los am i n oá c i dos, p or c am bi os redox  de los m et ales 
p resen t es en  los g ru p os p rost é t i c os (St adt m an , 1 9 9 2 ), o p or reac c i on es sec u n dari as c on  
p rodu c t os aldeh í di c os de la p erox i dac i ó n  li p í di c a (L ev i n e et  al., 1 9 9 0 ). T odas est as 
reac c i on es p u eden  resu lt ar en  la f orm ac i ó n  de g ru p os c arbon i lo en  la m olé c u la p rot ei c a, 
c u ya det erm i n ac i ó n  se h a c on v ert i do en  u n  m arc ador am p li am en t e u sado p ara est i m ar el 
g rado de m odi f i c ac i ó n  ox i dat i v a de las p rot eí n as (L ev i n e et  al., 1 9 9 4 ; R ei n h ec k el et  al., 
1 9 9 8 ; R om ero-P u ert as et  al., 2 0 0 4 ). 
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L os dañ os en  el D N A p u eden  ser i n di rec t os, c om o la ac t i v ac i ó n  de en don u c leasas 
dep en di en t es de C a2+ debi do al i n c rem en t o en  la c on c en t rac i ó n  i n t rac elu lar de C a2+, y la 
i n ac t i v ac i ó n  de en z i m as i m p li c adas en  la rep arac i ó n  y/ o rep li c ac i ó n  del D N A, o di rec t os, 
debi do a la m odi f i c ac i ó n  de las bases (p ú ri c as y p i ri m i dí n i c as) y de los az ú c ares q u e 
c om p on en  las dos h ebras del D N A (Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). En  est e sen t i do, el ˙OH 
es el m á s ac t i v o de las R OS, p or ser c ap az  de alt erar t an t o la rep li c ac i ó n , la t ran sc ri p c i ó n  y 
la rep arac i ó n  del D N A, c om o de p rov oc ar m u t ac i on es y alt erac i on es en  la est ru c t u ra del 
D N A y la c rom at i n a (N u n osh i ba et  al., 1 9 9 9 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). 

A n i v el de m em bran as, las R OS p u eden  c au sar la p erox i dac i ó n  li p í di c a (Ap ost ol et  
al., 1 9 8 9 ), p roc eso q u e se v e f av orec i do p or la p resen c i a de c i ert os m et ales c om o el C u +2 y 
el F e+3 (C asan o et  al., 1 9 9 7 ). L a p erox i dac i ó n  li p í di c a alt era la f u n c i on abi li dad de las 
m em bran as, si en do los á c i dos g rasos p oli i n sat u rados lo m á s su sc ep t i bles a est e at aq u e 
(Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). L a p erox i dac i ó n  li p í di c a p u ede ser i n i c i ada p or los 
radi c ales ˙OH, y ser ac om p añ ada g en eralm en t e de la f orm ac i ó n  de p rodu c t os sec u n dari os 
deri v ados de la rot u ra de c aden as de los á c i dos g rasos (R ei n h ec k el et  al., 1 9 9 8 ). En t re 
ellos, se en c u en t ra el m alon di aldeh i do (M D A), p rodu c t o de la desc om p osi c i ó n  de los 
h i drop eró x i dos li p í di c os, c u ya det erm i n ac i ó n  se h a c on v ert i do en  u n a h erram i en t a bá si c a 
i n di c adora de la sev eri dad del dañ o c elu lar du ran t e el est ré s ox i dat i v o (G ec h ev  et  al., 
2 0 0 2 ). 

 
1.3. AN T I O X I D AN T E S  
Seg ú n  Halli w ell y G u t t eri dg e (2 0 0 0 ), los an t i ox i dan t es son  aq u ellas su st an c i as q u e, a baj a 
c on c en t rac i ó n , di sm i n u yen  o p rev i en en  de f orm a si g n i f i c at i v a la ox i dac i ó n  del su st rat os 
p ot en c i alm en t e ox i dables. Est os si st em as an t i ox i dan t es ayu dan  a m an t en er 
c on c en t rac i on es c on t roladas de R OS baj o c on di c i on es f i si oló g i c as, de f orm a q u e n o 
p u edan  p rodu c i r si t u ac i on es p roox i dan t es (C eru t t i , 1 9 8 5 ; Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). 
En t re los an t i ox i dan t es se i n c lu yen  m olé c u las de baj o p eso m olec u lar (an t i ox i dan t es n o 
en z i m á t i c os) y en z i m as (an t i ox i dan t es en z i m á t i c os). Est os si st em as p rev i en en  la 
f orm ac i ó n  i n c on t rolada de esp ec i es de ox í g en o reac t i v o, o i n h i ben  su  reac c i ó n  c on  
est ru c t u ras bi oló g i c as. Est a f u n c i ó n  an t i ox i dan t e p u ede i n du c i r c am bi os en  el 
m et aboli sm o y j u eg a u n  i m p ort an t e p ap el en  la reg u lac i ó n  t rasc ri p c i on al y/ o 
p ost ran sc ri p c i on al de la ex p resi ó n  y ac t i v i dad de det erm i n adas p rot eí n as (C h au di ere &  
F errari -I li ou , 1 9 9 9 ). En  la T abla 1 .3 . se det allan  los an t i ox i dan t es m á s i m p ort an t es 
desc ri t os en  p lan t as.  

Se p i en sa q u e los an t i ox i dan t es f u eron  desarrollados p or los org an i sm os aerobi os 
p ara adap t arse a los n i v eles ac t u ales (2 1 % ) de ox í g en o at m osf é ri c o y así  p rot eg erse de la 
t ox i c i dad de é st e y lleg ar a u t i li z arlo en  su s reac c i on es m et abó li c as (ox i dasas, ox i g en asas y 
en z i m as h i drox i lasas), así  c om o p ara la obt en c i ó n  de en erg í a u t i li z an do c aden as de 
t ran sp ort e elec t ró n i c o c on  O2 (Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ). 
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L a c ap ac i dad an t i ox i dan t e de est as bi om olé c u las dep en de de la esp ec i e reac t i v a 
sobre la q u e ac t ú an , don de y c om o se g en era é st a, así  c om o del dañ o q u e  la m i sm a 
p rodu c e. L os an t i ox i dan t es p u eden  ac t u ar en  los di st i n t os p roc esos de la sec u en c i a 
ox i dat i v a y t en er m á s de u n  m ec an i sm o de ac c i ó n  (Halli w ell &  G u t t eri dg e, 2 0 0 0 ).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.1. An t i o x i d a n t e s  e n z i m á t i c o s  
Son  ag en t es q u e eli m i n an  c at alí t i c am en t e radi c ales li bres y ot ras esp ec i es reac t i v as 
i m p i di en do así  la i n i c i ac i ó n  de ox i dac i on es en  c aden a (W i n st on , 1 9 9 0 ). A n i v el su bc elu lar, 
los an t i ox i dan t es en z i m á t i c os est á n  p resen t es en  di st i n t os org á n u los c erc a de los lu g ares 
de p rodu c c i ó n  de R OS p ara p rev en i r el dañ o ox i dat i v o en  ellos (D h au n si  et  al., 1 9 9 3 ). L as 
p ri n c i p ales en z i m as c on  p rop i edades an t i ox i dan t es son  la su p eró x i do di sm u t asa, c at alasa, 
las en z i m as del c i c lo asc orbat o-g lu t at i on  c om o la asc orbat o p erox i dasa, g lu t at i on  
redu c t asa, m on odesh i droasc orbat o redu c t asa y la desh i droasc orbat o redu c t asa. 
R ec i en t em en t e se em p i ez a a c on si derar a las desh i drog en asas dep en di en t es de N AD P +, 
i m p li c adas en  la g en erac i ó n  de N AD P H, c om o en z i m as an t i ox i dan t es, ya q u e sop ort an  el 
bu en  f u n c i on am i en t o del c i c lo asc orbat o-g lu t at i on  (C orp as et  al., 1 9 9 8 a; 1 9 9 9 b; 
V alderram a et  al., 2 0 0 6 ).  
 
1.3.1.1. S u p e r ó x i d o  d i s m u t a s a s  ( S O D ;  E C 1.15.1.1)  
La superóxido dismutasa se encuentra presente en todos lo organismos vivos salvo 
algunos estrictamente anaerob ios, así como en la may or parte de los compartimentos 
celulares. Desde los añ os 60 , cuando f ue descub ierta, se le h a dado much a importancia a 

Tabla 1.3. Principales sistemas antioxidantes descritos en plantas
Antioxidantes no enzimátic os Antioxidantes enzimátic os
H idr osol u b l es

L ip osol u b l es

Q u el antes de metal es

Ác ido asc ór b ic o
G l u tation
N-ac etil c isteína
Ác ido Úr ic o
M anitol
G l u c osa
Al b úmina

α−toc of er ol
C ar otenoides
F l av onoides

Su p er óxido dismu tasa

G l u c osa-6-f osf ato desh idr og enasa

P er oxidasas

C atal asa
C ic l o asc or b ato-g l u tation

Asc or b ato p er oxidasa
M onodesh idr oasc or b ato r edu c tasa
G l u tation r edu c tasa
D esh idr oasc or b ato r edu c tasa

NAD P -desh idr og enasas

6-f osf og l u c onato desh idr og enasa
I soc itr ato desh idr og enasa
E nzima mál ic o

G l u tation S-tr ansf er asa
T ior r edoxinas
P er oxir r edoxinas

Antioxidantes no enzimátic os Antioxidantes enzimátic os
H idr osol u b l es

L ip osol u b l es

Q u el antes de metal es

Ác ido asc ór b ic o
G l u tation
N-ac etil c isteína
Ác ido Úr ic o
M anitol
G l u c osa
Al b úmina

α−toc of er ol
C ar otenoides
F l av onoides

Su p er óxido dismu tasa

G l u c osa-6-f osf ato desh idr og enasa

P er oxidasas

C atal asa
C ic l o asc or b ato-g l u tation

Asc or b ato p er oxidasa
M onodesh idr oasc or b ato r edu c tasa
G l u tation r edu c tasa
D esh idr oasc or b ato r edu c tasa

NAD P -desh idr og enasas

6-f osf og l u c onato desh idr og enasa
I soc itr ato desh idr og enasa
E nzima mál ic o

G l u tation S-tr ansf er asa
T ior r edoxinas
P er oxir r edoxinas
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esta enz ima por su papel detoxif icador al transf ormar O2˙  en H2O2 (M cC ord &  F ridovich , 
19 69 ). 

                                       O2˙  +   O2˙   +  2H+ →  H2O2 +  O2 
 Las SODs pertenecen a una f amilia de metaloenz imas q ue segú n el metal presente 

en su grupo prosté tico se clasif ican en F e-SODs, M n-SODs y  C uZ n-SODs. Dich as 
isoenz imas pueden ser identif icadas experimentalmente deb ido a su sensib ilidad 
dif erencial a inh ib idores como C N ¯ y  H2O2. La C uZ n-SOD se caracteriz a por ser sensib le a 
amb os. La F e-SOD es sólo sensib le al  H2O2, mientras q ue la M n-SOD es resistente a 
amb os inh ib idores (B ridges &  Salin, 19 8 1). U na característica importante de las SODs en 
plantas es q ue el tipo de SOD presente como su localiz ación celular varia entre las 
distintas especies vegetales, estado de desarrollo y  en respuesta a estreses 
medioamb ientales. Todas las SODs se codif ican en el nú cleo y  su localiz ación sub celular 
se muestra en la Tab la 1.4 . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Corpas et al. (1998b; 2006)

D roi llard &  P au li n (1990)M i toc on d ri as
D roi llard &  P au li n (1990)P erox i som as
S ali n &  B ri d g es (1980); Corpas et al. (2006)Cloroplastos
B ec an a et al. (1989)Ci toplasm a2 x  20-24  k D aF e-S O D
Z h u &  S c an d ali os (1995 ); Corpas et al. (2006)
S an d ali o et al. (1987 ); S ak am oto et al. (1992)M i toc on d ri as
P alm a et al. (1998)
d el R ío &  D on alson (1995 )
S an d ali o et al. (1988; 1997 )
d el R ío et al. (1983 )P erox i som as4  x  24 -27  k D aM n -S O D
S treller &  W i g sle (1994 ); O g aw a et al. (1996)E x trac elu lar
O g aw a et al. (1996); Corpas et al. (2006)Núc leo
B u en o &  d el R ío (1992)

S an d ali o et al. (1987 ; 1988; 1997 )P erox i som as
H ern án d ez  et al. (1994 ); O g aw a et al. (1995 )Cloroplastos
K an em atsu &  A sad a (1990)
S an d ali o et al. (1997 ); P alm a et al. (1997 )Ci toplasm a2 x  16-17  k D aCu Z n -S O D
ReferenciasL o cal iz aciónNº d e 

su b u nid ad esI so enz im a

Corpas et al. (1998b; 2006)

D roi llard &  P au li n (1990)M i toc on d ri as
D roi llard &  P au li n (1990)P erox i som as
S ali n &  B ri d g es (1980); Corpas et al. (2006)Cloroplastos
B ec an a et al. (1989)Ci toplasm a2 x  20-24  k D aF e-S O D
Z h u &  S c an d ali os (1995 ); Corpas et al. (2006)
S an d ali o et al. (1987 ); S ak am oto et al. (1992)M i toc on d ri as
P alm a et al. (1998)
d el R ío &  D on alson (1995 )
S an d ali o et al. (1988; 1997 )
d el R ío et al. (1983 )P erox i som as4  x  24 -27  k D aM n -S O D
S treller &  W i g sle (1994 ); O g aw a et al. (1996)E x trac elu lar
O g aw a et al. (1996); Corpas et al. (2006)Núc leo
B u en o &  d el R ío (1992)

S an d ali o et al. (1987 ; 1988; 1997 )P erox i som as
H ern án d ez  et al. (1994 ); O g aw a et al. (1995 )Cloroplastos
K an em atsu &  A sad a (1990)
S an d ali o et al. (1997 ); P alm a et al. (1997 )Ci toplasm a2 x  16-17  k D aCu Z n -S O D
ReferenciasL o cal iz aciónNº d e 

su b u nid ad esI so enz im a

Tabla 1.4. Distribución  subce lular d e  S O Ds e n  p lan tas sup e rio re s
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A ctualmente, la f unción más aceptada para las superóxido dismutasas es la 
protección f rente a las especies de oxígeno derivadas del radical superóxido, como los 
radicales ˙OH, pues el radical O2˙  tiene una reactividad limitada (F ridovich , 19 8 3 ; 
B annister et al., 19 8 7 ; Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ; N y sk a &  K oh en, 20 0 2). Por ello, se h a 
propuesto para la SOD una f unción protectora f rente a ef ectos f otodinámicos, estré s 
té rmico y  dañ os ocasionados por el oz ono (R ab inow itch  &  F ridovich , 19 8 3 ). De h ech o, se 
h a ob servado la presencia de SOD en el medio apoplástico, donde j unto a la ascorb ato 
oxidasa y  el ascorb ato, j uega un papel importante como primera b arrera de def ensa f rente 
a oxidantes externos como el Oz ono, SO2, etc. (C onck lin &  B arth , 20 0 4 ). N o ob stante, 
tamb ié n se h a propuesto q ue las SODs participan en la modulación de los niveles de 
superóxido cuando esta molé cula está implicada en procesos de señ aliz ación celular (del 
R ío et al., 20 0 2a). Se h a considerado q ue el H2O2, más q ue los radicales O2˙ , podría j ugar 
un papel como f actor señ aliz ador en la regulación de genes SOD, por ser la molé cula señ al 
más estab le y  universal en estreses medioamb ientales tales como  f río, seq uía e inf ección 
patogé nica (K aminak a et al., 19 9 9 ).  
 
1.3.1.2. Ca t a l a s a  ( CA T ;  E C 1.11.1.6) 
La catalasa es una enz ima h emínica ampliamente distrib uida en microorganismos 
aerob ios (b acterias, protoz oos, algas unicelulares), plantas y  animales (Lledías et al., 19 9 8 ; 
Turcsány i et al., 19 9 8 ), q ue cataliz a la reacción de descomposición del H2O2, en la q ue una 
molé cula de H2O2 es reducida a agua, mientras q ue la otra es oxidada a O2: 

          2 H2O2 →  2 H2O +  O2 (Halliw ell y  Gutteridge, 20 0 0 )  
E sta reacción se encuentra f avorecida a altas concentraciones de H2O2 (C h ance et 

al., 19 7 9 ). A  pH b ásico, la catalasa tamb ié n puede cataliz ar peroxidaciones con el H2O2, 
actuando sob re algunos alcoh oles, aldeh ídos y  ácidos orgánicos (B utt, 19 8 0 ; Halliw ell &  
Gutteridge, 20 0 0 ). La may oría de las cé lulas aerob ias contienen actividad catalasa (C h ance 
et al., 19 7 9 ), estando ausente tan solo en algunos organismos inf eriores aerob ios tales 
como ciertas b acterias (Bacillu s  p o p illiae  y  M ico p las m a p n e u m o n iae ), algunas algas verdes y  
verdeaz uladas ( E u g le n a y  G le o cap s a) y  algunos h elmintos. La may oría de los organismos 
anaerob ios carecen de catalasa (Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). La catalasa es una enz ima 
altamente ef iciente y  dif ícilmente puede saturarse con H2O2 deb ido a su alta K m (1-5  M ) 
(E sch er &  W idmer, 19 9 7 ; Lledías et al., 19 9 8 ). Por ello es f recuente su implicación en 
procesos metab ólicos en los q ue la producción de H2O2 es considerab le, como la β -
oxidación de ácidos grasos. Q uiz ás por ello su ub icación celular sean los peroxisomas, 
orgánulos donde se produce much o H2O2 y  para cuy a identif icación se emplea 
normalmente a la catalasa como enz ima marcadora (Huang et al., 19 8 3 ). Las catalasas de 
origen vegetal son proteínas h emínicas, tetramé ricas y  con una masa molecular de 5 4 -5 9  
K Da por sub unidad (E ising et al., 19 9 0 ; C orpas et al., 19 9 9 a). R ecientemente se h an 
identif icado mediante isoelectroenf oq ue 5  isoenz imas de catalasa dif erentes (C at 1 – C at 5 ) 
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en peroxisomas de h oj as de guisante (C orpas et al., 19 9 9 a). La expresión de genes de 
catalasa, los cuales pertenecen a una f amilia multigé nica (N i &  Trelease, 19 9 1; F rugoli et 
al., 19 9 6), no sólo se regula por el desarrollo (K unce &  Trelease, 19 8 6), sino q ue tamb ié n es 
sensib le a varias señ ales medioamb ientales y  diversos f actores de estré s (W illek ens et al., 
19 9 4 ; Dat et al., 20 0 0 ).  
 
1.3.1.3. P e r o x i d a s a s  
Las peroxidasas son un grupo h eterogé neo de enz imas h emínicas, cuy a f unción consiste 
en oxidar un amplio grupo de sustratos (SH2) empleando para ello al H2O2 a travé s de la 
siguiente reacción: 

   SH2 +  H2O2 → S +  2H2O (A sada, 19 9 2; Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ) 
Las peroxidasas se clasif ican atendiendo a propiedades estructurales y  catalíticas, e 

intervienen en distintos procesos de las cé lulas vegetales, tales como el crecimiento, la 
organogé nesis, la f ormación de la pared celular, el desarrollo y  maduración de f rutos, la 
b iosíntesis de etileno, la senescencia, la respuesta f rente a h eridas y  patógenos, y  en las 
respuestas de estré s en general. A demás, al consumir H2O2 minimiz an su acú mulo en la 
cé lula vegetal, por lo q ue algunas isoenz imas tamb ié n están directamente implicadas en la 
def ensa vegetal f rente a R OS. Las peroxidasas se presentan b aj o mú ltiples isof ormas, cada 
una con un papel específ ico en el metab olismo (Sch neide &  W igh tman, 19 7 4 ; B utt, 19 8 0 ; 
O´ N eill &  Scott, 19 8 7 ; Limam et al., 19 9 8 ; Gech ev et al., 20 0 2). De f orma gené rica a las 
peroxidasas inespecíf icas celulares se las denomina guay acol peroxidasas (GPX ), por ser 
este f enol el principal sustrato usado en la determinación b ioq uímica de estas enz imas 
(Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). 

  
1.3.1.4. Ci c l o  a s c o r b a t o -g l u t a t i o n  
E l ciclo ascorb ato-glutation, tamb ié n denominado ciclo de F oy er-Halliw ell-A sada, es un 
sistema antioxidante exclusivo de plantas y  muy  importante para la eliminación de H2O2, 
especialmente en compartimentos celulares donde se produce este metab olito y  no existe 
catalasa como son los cloroplastos y  citosol (Doulis et al., 19 9 8 ; Halliw ell &  Gutteridge, 
20 0 0 ). E n este ciclo participan los antioxidantes no enz imáticos ascorb ato y  glutation, 
N A DPH como poder reductor, y  cuatro enz imas: la ascorb ato peroxidasa (A PX ), la 
monodesh idroascorb ato reductasa (M DA R ), la desh idroascorb ato reductasa (DHA R ) y  la 
glutation reductasa (GR ) (F ig. 1.6.) (Halliw ell &  F oy er, 19 7 6; A sada &  B adger, 19 8 4 ; F oy er 
et al., 19 9 7 ; del R ío et al., 20 0 2b ).  

Las enz imas de este ciclo se h an h allado en cloroplastos, citosol, mitocondrias y  
peroxisomas (Halliw ell &  F oy er, 19 7 6; F oy er &  Halliw ell, 19 7 7 ; J imé nez  et al., 19 9 7 ; F oy er 
et al., 19 9 7 ; del R ío et al., 20 0 2a; M ittova et al., 20 0 2; 20 0 3 a). La exposición a estré s 
oxidativo f recuentemente conduce al incremento de uno o más de los componentes del 
ciclo, aunq ue las localiz aciones sub celulares de los camb ios ob servados no h an sido con 
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f recuencia identif icadas. Por ello, el ciclo ascorb ato-glutation h a sido descrito como un 
componente importante de los mecanismos de def ensa antioxidante de las cé lulas 
vegetales q ue conf ieren resistencia f rente al estré s (Doulis et al., 19 9 8 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A s c o r b a t o  p e r o x i d a s a  ( A P X ;  E C 1.11.1.11) 
La ascorb ato peroxidasa es una peroxidasa h emínica q ue lleva a cab o la primera reacción 
del ciclo ascorb ato-glutation, al reducir el H2O2 a H2O empleando ascorb ato como sustrato 
reductor, el cual se oxida a monodesh idroascorb ato (M DA ), segú n la reacción: 

                           2 A SC  +  H2O2 →  2 M DA  +  2 H2O 
E sta enz ima j uega un papel f undamental en la eliminación de H2O2 en plantas y  

está presente en el estroma (sA PX ) y  en los tilacoides (tA PX ) dentro del cloroplasto, en el 
citosol (cA PX ), mitocondrias y  peroxisomas (C h en &  A sada, 19 8 9 ; M iy ak e &  A sada, 19 9 2; 
B unk elmann &  Trelease, 19 9 6; J imé nez  et al., 19 9 7 ; F oy er et al., 19 9 7 ; I sh ik aw a et al., 19 9 8 ; 
López -Huertas et al., 19 9 9 ). Las A PX s son enz imas f undamentalmente monomé ricas, de 
3 0 -4 0  k Da de masa molecular (Tanak a et al., 19 9 1; I sh ik aw a et al., 19 9 6; M orimura et al., 
19 9 6), aunq ue tamb ié n se h an descrito algunas f ormas dimé ricas (M ittler &  Z ilinsk as, 
19 9 1). Las A PX  cloroplastídicas de algunas plantas superiores como espinaca, tab aco y  
calab az a son codif icadas por un ú nico gen, y  sus mR N A s se generan mediante splicing 
alternativo de dos exones del extremo 3 ’  de é ste (I sh ik aw a et al., 19 9 7 ). C ontrariamente, en 
A r ab id o p s is  y  arroz  existen dos genes distintos q ue codif ican la A PX  estromática y  
tilacoidal (Teixeira et al., 20 0 6).  

Ha sido ampliamente descrito q ue la expresión de A PX  se incrementa b aj o 
condiciones de sob reproducción de H2O2, como las inducidas por estré s b iótico o ab iótico, 
lo q ue puede indicar q ue variaciones en la producción de H2O2 tamb ié n regulan la A PX  
(De Gara et al., 19 9 7 ; Dat et al., 20 0 0 ). A simismo, se h a descrito un papel regulador para el 
ascorb ato en la actividad A PX  durante la dif erenciación celular, y  b aj o condiciones 

++

Fig. 1.6. Ciclo a s cor b a t o-glu t a t ion . Las enzimas que intervienen en dicho proceso son la ascorb ato perox idasa 
( A P X ) ,  monodeshidroascorb ato reductasa ( M D A R ) ,  deshidroascorb ato reductasa ( D H A R )  y  g lutation reductasa ( G R ) .
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experimentales de depleción o enriq uecimiento de ascorb ato (De Gara et al., 19 9 7 ). 
A demás, el control de la expresión de los genes q ue codif ican para las A PX s es sensib le a 
diversos estímulos como el estré s provocado por agua, salinidad, altas temperaturas, 
congelación, ataq ue por patógenos, tratamiento con peróxido de h idrógeno y  ácido 
ab scísico (Z h ang et al., 19 9 7 ; M ittler et al., 19 9 8 ; Y osh imura et al., 20 0 0 ; A graw al et al., 
20 0 3 ; M enez es-B enavente et al., 20 0 4 a; 20 0 4 b ; Teixeira et al., 20 0 6). Tamb ié n, la expresión 
de las distintas isof ormas de A PX  puede variar de un tej ido a otro (Teixeira et al., 20 0 6). 

 
M o n o d e s h i d r o a s c o r b a t o  r e d u c t a s a  ( M D A R ;  E C 1.6.5.4) 
La M DA R  cataliz a la reducción del M DA  a ascorb ato usando N A D(P)H como donador de 
electrones (A sada &  Tak ah ash i, 19 8 7 ). La M DA R  es una enz ima q ue contiene F A D y  es la 
ú nica enz ima q ue usa un radical orgánico como sub strato. Tamb ié n se h a descrito q ue 
reduce los radicales f enoxil (Sak ih ama et al., 20 0 0 ). La actividad M DA R  está ampliamente 
distrib uida en plantas, pero tamb ié n se h a descrito en E u g le n a (Sh igeok a et al., 19 8 7 ), 
N e u r o s p o r a cr as s a (M unk res et al., 19 8 4 ) y  eritrocitos h umanos (Goldenb erg et al., 19 8 3 ). 

E n plantas, la M DA R  h a sido descrita en diversos compartimentos celulares como 
cloroplastos (Hossain et al., 19 8 4 ; Sano et al., 20 0 5 ), citosol, mitocondrias, (J imé nez  et al., 
19 9 7 ; M ittova et al., 20 0 3 b ), glioxisomas (B ow ditch  &  Donaldson, 19 9 0 ) y  peroxisomas de 
h oj as (J imé nez  et al., 19 9 7 ; López -Huertas et al., 19 9 9 ; M ittova et al., 20 0 3 b ; Leterrier et al., 
20 0 5 ). La M DA R  h a sido purif icada h asta h omogeneidad en f rutos de pepino (Hossain &  
A sada, 19 8 5 ) y  nódulos de raíz  de soj a (Dalton et al., 19 9 2), y  su cDN A  h a sido aislado en 
un nú mero considerab le de especies (Sano &  A sada, 19 9 4 ; M urth y  &  Z ilinsk as, 19 9 4 ; 
Grantz  et al., 19 9 5 ; Leterrier et al., 20 0 5 ). R ecientemente, se h a descrito q ue A r ab id o p s is  
tiene 5  genes de M DA R  y  uno de ellos presenta mú ltiples puntos de transcripción lo cual 
permite dirigir la enz ima a cloroplastos, mitocondrias (Ob ara et al., 20 0 2; C h ew  et al., 
20 0 3 ) o peroxisomas (Lisenb ee et al., 20 0 5 ). 

E n cloroplastos, la M DA R  puede tener dos f unciones f isiológicas, la regeneración 
del ascorb ato a partir del monodesh idroascorb ato (M DA ), y  mediar la f otorreducción del 
dioxígeno a radical superóxido cuando el sustrato M DA  está ausente (M iy ak e et al., 19 9 8 ). 
E n mitocondrias la posib le f unción de la M DA R  no está aú n clara.  

 
D e s h i d r o a s c o r b a t o  r e d u c t a s a  ( D H A R ;  E C 1.8 .5.1) 
La DHA R  cataliz a la reducción divalente del desh idroascorb ato (DHA ) a ascorb ato (A SC ) 
empleando para ello glutation reducido (GSH) (Hossain &  A sada, 19 8 4 a; V illalb a et al., 
19 9 5 ). E s una enz ima poco caracteriz ada, deb ido a su b aj a estab ilidad (F oy er &  Halliw ell, 
19 7 7 ; Trumper et al., 19 9 4 ), lo q ue, unido a su escasa af inidad por su sustrato (M inetti et 
al., 19 9 2), h a llevado a sugerir q ue la DHA R  in  v iv o  no parece ser f undamental en el 
mantenimiento del ascorb ato en su f orma reducida. La DHA R  se h a sido purif icada a 
partir de h oj as de espinaca y  se sab e q ue es un monómero de unos 23  k Da (Hossain &  
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A sada, 19 8 4 b ; F oy er &  Halliw ell, 19 7 7 ). Tamb ié n se h a purif icado la enz ima de tallos de 
guisante (J ab lonsk i &  A nderson, 19 8 1), tub é rculos de patata (Dipierro &  B orraccino, 19 9 1) 
y  de una monocotiledónea como el arroz  (K ato et al., 19 9 7 ). R ecientemente se h a descrito 
la clonación y  caracteriz ación del gen q ue codif ica la DHA R  en esta ú ltima especie vegetal 
(U rano et al., 20 0 0 ) y  en A r ab id o p s is  (C reissen et al., 20 0 1). 
 
Gl u t a t i o n  r e d u c t a s a  ( GR ;  E C 1.6.4.2) 
La GR  es una f lavoproteína q ue cataliz a la reducción del glutation oxidado (GSSG) a 
glutation reducido (GSH), utiliz ando N A DPH como donador de electrones. E s una 
proteína dimé rica con F A D en el centro activo de cada sub unidad (Halliw ell &  
Gutteridge, 20 0 0 ). E sta actividad enz imática se encuentra ampliamente distrib uida en 
eucariotas y  procariotas, implicándose en procesos metab ólicos vitales para la cé lula y  
siendo crucial para el mantenimiento de su capacidad antioxidante (M eister &  A nderson, 
19 8 3 ; C reissen et al., 19 9 4 ). La GR  se h a purif icado y  caracteriz ado en numerosas especies 
y  tej idos vegetales (Guy  &  C arter, 19 8 4 ; W ingsle, 19 8 9 ; A nderson et al., 19 9 0 ; A sada, 19 9 4 ; 
R omero-Puertas et al., 20 0 6), siendo las GR s más estudiadas las de guisante, 
particularmente, las isof ormas localiz adas en cloroplastos, citosol y  mitocondrias (K alt-
Torres et al., 19 8 4 ; B ielaw sk i &  J oy , 19 8 6; E dw ards et al., 19 9 0 ; M adamanch i et al., 19 9 2; 
C reissen et al., 19 9 5 ; Stevens et al., 19 9 7 ; 20 0 0 ; R udh e et al., 20 0 4 ). Sin emb argo,  f ue en 
19 9 7  cuando se evidenció por primera vez  la localiz ación de actividad GR  peroxisomal 
(J imé nez  et al., 19 9 7 ). La f orma nativa de la may oría de las GR s es un h omodímero de 
unas 10 0 -120  k Da, y  el tamañ o de su sub unidad está en un rango de 5 3 -5 9  k Da (W ingsle, 
19 8 9 ; E dw ards et al., 19 9 0 ; A nderson et al., 19 9 0 ; M adamanch i et al., 19 9 2). 

E s una enz ima importante en la protección de la planta f rente a dif erentes tipos de 
estré s q ue implican estré s oxidativo, tales como los producidos por h erb icidas, 
contaminantes atmosf é ricos, b aj as temperaturas, estré s f otooxidativo y  estré s h ídrico 
(R ennenb erg, 19 8 2; Smith  et al., 19 8 9 ; F oy er et al., 19 9 1; M ullineaux et al., 19 9 4 ; N avarri-
I z z o &  I z z o, 19 9 4 ; Lascano et al., 19 9 8 ; Sch ulz  &  Hartling, 20 0 1; Sch utz endub el &  Polle, 
20 0 2; Gech ev et al., 20 0 3 ).  

E n cuanto a las propiedades moleculares de las GR s de guisante, se concluy e q ue 
h ay  dos tipos de cDN A s, uno q ue codif ica a la f orma citosólica y  otro q ue genera las 
isof ormas resultantes de un procesamiento post-trascripcional a partir de un ú nico gen. 
De h ech o, la GR  de guisante f ue la primera proteína descrita en plantas con una dob le 
secuencia señ al, codif icada por un ú nico gen, para su importación a cloroplasto o 
mitocondrias (C reissen et al., 19 9 5 ; Stevens et al., 19 9 7 ; C leary  et al., 20 0 2; R udh e et al., 
20 0 2; 20 0 4 ; C h ew  et al., 20 0 3 ). 
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1.3.1.5. O t r o s  s i s t e m a s  a n t i o x i d a n t e s  e n z i m á t i c o s  
Gl u t a t i o n  p e r o x i d a s a  ( GP ;  E C 1.11.1.9) 
E s una peroxidasa no h emínica, q ue contiene selenio (Stadtman, 19 9 0 ; Lauch li, 19 9 3 ), la 
cual cataliz a la reducción de H2O2 o h idroperóxidos orgánicos con GSH segú n la siguiente 
reacción (F loh é  &  Gü nz ler, 19 8 5 ): 
                                      2GSH +  H2O2 /  R OOH →  GSSG +  2 H2O /  H2O +  R OH 
 Durante la “ explosión oxidativa”  característica del ataq ue por patógenos, estas 
glutation peroxidasas cataliz an la reducción o inactivación del H2O2, dependiente de 
GSH, f ormando GSSG e incrementando la b iosíntesis de glutation por retroalimentación 
(M arrs, 19 9 6). E n animales se h an llegado a determinar h asta cuatro grupos de GPs 
caracteriz adas por su estructura, especif icidad de sustrato y  distrib ución en el tej ido 
(E sh dat et al., 19 9 7 ). E sta actividad se h a detectado tamb ié n en cultivos celulares de 
espinaca y  maíz , así como en plantas de L e m n a (Drotar et al., 19 8 5 ) y  de C itrus (B eeor-
Tz ah ar et al., 19 9 5 ), en semillas etioladas y  h oj as de guisante (E dw ards, 19 9 6; M ullineaux 
et al., 19 9 8 ). A demás, se h a caracteriz ado y  clonado una enz ima con actividad GST y  GP 
en plantas de A r ab id o p s is  (B artling et al., 19 9 3 ; N utricati et al., 20 0 6). 
 
Gl u t a t i o n  S -t r a n s f e r a s a  ( GS T ;  E C 2.5.1.18 ) 
U no de los sistemas de def ensa de la planta en respuesta a estré s ab iótico son las glutation 
S-transf erasas (GSTs), las cuales constituy en una f amilia de enz imas citosólicas de 
naturalez a dimé ricas (23 -3 0  K Da por sub unidad) q ue cataliz an la adición nucleof ílica del 
grupo –SH del GSH sob re centros electrof ílicos de molé culas orgánicas (M oons, 20 0 5 ). Se 
generan así compuestos más h idrosolub les iniciándose de este modo la desintoxicación de 
agentes alq uilantes potenciales y  de xenob ióticos (Hab ig et al., 19 7 4 ; E dw ards, 19 9 6; 
M arrs, 19 9 6; Pascal et al., 19 9 8 ; F rova, 20 0 3 ), aunq ue a veces los productos resultantes son 
much o más dañ inos q ue el compuesto original (Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). Las GSTs 
se h an h allado en la may oría de los organismos aerob ios, incluidas las plantas (Pascal et 
al., 19 9 8 ). Se identif icaron por vez  primera en b ase a su capacidad para eliminar 
h erb icidas y  se h an caracteriz ado las GSTs de calab az a (F uj ita &  Hossain, 20 0 3 ), trigo 
(C ummins et al., 19 9 7 ; Pascal et al., 19 9 8 ) y  guisante (E dw ards, 19 9 6). A demás, algunas 
GSTs actú an como peroxidasas, regenerando ascorb ato a partir de desh idroascorb ato o en 
el catab olismo de tirosinas (Th om et al., 20 0 1).  

Las GSTs se inducen durante procesos de estré s q ue propician la producción de 
R OS en plantas, tales como la toxicidad por metales pesados, el ataq ue por patógenos, 
h eridas, y  la producción de etileno y  oz ono (M arrs, 19 9 6; Pascal et al., 19 9 8 ; A lf enito et al., 
19 9 8 ). Ésto, j unto con la necesidad de GSH para llevar a cab o su actividad, h a h ech o q ue 
se incluy a a esta f amilia de enz imas en los sistemas antioxidantes de la planta. Por otra 
parte, las GSTs tienen una f unción importante en el metab olismo normal de la planta, 
relacionada con productos secundarios como antocianinas y  ácido cinámico, y  en 
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respuesta celular f rente a auxinas (M arrs, 19 9 6; A lf enito et al., 19 9 8 ; R omero-Puertas et al., 
20 0 4 ).  

 
T i o r r e d o x i n a s  
Las tiorredoxinas son polipé ptidos de b aj o peso molecular (aprox. 12 k Da) presentes en 
eucariotas y  procariotas, q ue tienen dos grupos tiol (-SH) ady acentes q ue se oxidan a 
disulf uro (-S-S-) en las mú ltiples reacciones redox q ue las tiorredoxinas llevan a cab o con 
diversas proteínas (Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). La regeneración de los grupos –SH en 
la proteína oxidada puede ser ef ectuada por la tiorredoxin-reductasa, una f lavoenz ima 
q ue utiliz a N A DPH y  tiene similitud con la GR . Las tiorredoxinas j uegan un papel clave 
en el metab olismo animal y  vegetal, pues intervienen en mú ltiples procesos. E stas 
proteínas pueden reaccionar con H2O2, regular las actividades enz imáticas del ciclo de 
C alvin en el cloroplasto (López -J aramillo et al., 19 9 8 ; Pagano et al., 20 0 0 ), y  de enz imas 
implicadas en la glucolisis (la glucosa-6-f osf ato desh idrogenasa), en la síntesis de A TP (el 
f actor de acoplamiento C F 1), y  en la asimilación del carb ono en plantas C 4 (la N A DP-
malato desh idrogenasa). De igual manera, las tiorredoxinas pueden participar en la 
exportación de eq uivalentes de reducción al citosol en plantas C 3, e intervienen en la 
reparación de los dañ os a los residuos de metionina de las proteínas (Halliw ell &  
Gutteridge, 20 0 0 ). 
 
P e r o x i r r e d o x i n a s  
Las peroxirredoxinas son proteínas con actividad peroxidasa q ue tienen una amplia 
especif icidad de sustratos, entre los q ue se pueden citar el peróxido de h idrógeno, el 
b utilh idroperóxido, y  los h idroperóxidos de ácido linoleico y  de dilinoleoil-
f osf atidilcolina (Dietz , 20 0 3 ). Las peroxirredoxinas de plantas contienen uno o dos 
residuos de cisteína q ue poseen poder catalítico y  q ue se encuentran inmersas en 
secuencias altamente conservadas (Horling et al., 20 0 2). Durante el proceso catalítico, los 
residuos cisteínicos son regenerados por dif erentes tioles tales como tiorredoxinas, 
glutarredoxinas y  ciclof ilinas, entre otros (Dietz , 20 0 3 ). E n plantas se h an descrito cuatro 
grupos de peroxirredoxinas (R ouh ier &  J acq uot, 20 0 5 ). E l primer grupo, presentado por la 
peroxirredoxina 1-C y s (1-C y s Prx), se h a localiz ado en el nú cleo y  se h a sugerido q ue 
posee f unción protectora de macromolé culas f rente a dañ os oxidativos (Stacy  et al., 19 9 6; 
19 9 9 ). E l segundo grupo corresponde a la peroxirredoxina 2-C y s (2-C y s-Prx), descrita en 
ceb ada. E sta proteína, q ue se codif ica en el nú cleo y  se localiz a en los cloroplastos, protege 
al aparato f otosinté tico de dañ os oxidativos (B aier &  Dietz , 19 9 7 ; 19 9 9 ). E l tercer grupo 
(tipo I I  Prx) incluy e a una peroxirredoxina con capacidad antioxidante y  cuy a diana es 
una tiorredoxina citoplasmática (V erdoucq  et al., 19 9 9 ). R ecientemente se h a descrito la 
presencia en peroxisomas de h oj as de guisante de una peroxirredoxina q ue muestra 
reactividad cruz ada con el anticuerpo de la PR X  I I  (C orpas et al., 20 0 3 ). Por ú ltimo, el 
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cuarto grupo (PR X  Q ) se detectó en S e d u m  lin e n ae  y  se identif icó como una h omóloga de la 
proteína co-migratoria de la b acteriof erritina de E s ch e r ich ia co li (B cp) (K ong et al., 20 0 0 ). 
 
1.3.1.6. D e f e n s a s  s e c u n d a r i a s  
D e s h i d r o g e n a s a s  d e p e n d i e n t e s  d e  N A D P + 

Por su capacidad de regenerar el poder reductor de la cé lula en f orma de N A DPH, 
necesario para la actuación de algunos antioxidantes primarios, las desh idrogenasas 
dependientes de N A DP+ pueden ser consideradas un nuevo grupo de enz imas 
antioxidantes. E ntre ellas podemos incluir las dos desh idrogenasa del tramo oxidativo de 
la ruta de las pentosas f osf ato, glucosa 6-f osf ato desh idrogenasa (G6PDH; E C  1.1.1.4 9 ) y  6-
f osf ogluconato desh idrogenasa (6PGDH; E C  1.1.1.4 4 ). Otras desh idrogenasas serían la 
N A DP-isocitrato desh idrogenasa y  el enz ima málico. De h ech o, diversos estudios h an 
mostrado q ue la G6PDH tiene un papel relevante en el mecanismo de protección f rente a 
estré s oxidativo en b acterias, levaduras y  cé lulas de mamíf eros (C orpas et al., 19 9 8 a). Sin 
emb argo, en plantas existen pocos datos q ue estab lez can la correlación de estas enz imas 
con algú n determinado estré s (C orpas et al., 19 9 9 b ; León et al., 20 0 2; V alderrama et al., 
20 0 6). E n plantas, la G6PDH se h a localiz ado en el citosol, en el estroma cloroplastídico y  
en peroxisomas (Sch narre et al., 19 7 3 ; Herb ert et al., 19 7 9 ; C orpas et al., 19 9 8 a). La 
isocitrato desh idrogenasa dependiente de N A DP+ cataliz a la descarb oxilación oxidativa 
del isocitrato a 2-oxoglutarato con la producción de coenz ima N A DPH en su f orma 
reducida (Galvez  &  Gadal, 19 9 5 ). E sta enz ima h a sido localiz ada en el citosol, 
cloroplastos, mitocondrias y  peroxisomas de organismos f otosinté ticos (M artínez -R ivas &  
V ega, 19 9 8 ; C orpas et al., 19 9 9 b ). 
 
1.3.2. An t i o x i d a n t e s  n o  e n z i m á t i c o s  

Tamb ié n son conocidos como antioxidantes esteq uiomé tricos por su capacidad de 
neutraliz ar un ú nico radical lib re por molé cula, y  normalmente actú an a concentraciones 
altas (Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). E ntre los sitemas antioxidantes no enz imáticos más 
importantes destacan la vitamina C  (ácido ascórb ico), el glutation, la vitamina E  (α-
tocof erol), el β-caroteno (provitamina A ) y  los f lavonoides, q ue a su vez  se dividen en 
liposolub les o h idrosolub les. 

 
1.3.2.1. L i p o s o l u b l e s  
E l 4-t o c o f e r o l  o  v i t a m i n a  E  es un reductor liposolub le q ue deb e ser aportado en la dieta, 
y a q ue sólo se conoce su b iosíntesis en plantas, donde  sólo se h a detectado en memb ranas 
de plastidios o tilacoides de todas las plantas y  en algunas algas y  cianob acterias (Sattler 
et al., 20 0 4 ). E l ^-tocof erol j unto a otros antioxidantes j uegan un papel muy  importante en 
la reducción de los niveles de R OS (principalmente 1O2 y  ˙OH) en las memb ranas 
f otosinté ticas y  limita la peroxidación lipídica a dich o nivel (Treb st et al., 20 0 2; K ruk  et al., 
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20 0 5 ). Por lo tanto, el ^-tocof erol contrib uy e a preservar el estado redox adecuado en 
cloroplastos, y  a mantener la estructura de la memb rana tilacoidal y  la f unción durante el 
desarrollo de la planta y  en la respuesta a estré s en la planta. E l ^-tocof erol reacciona con 
los radicales de oxígeno peroxilo (R OO˙) o lipoxilo, f ormando un radical tocof erilo q ue, 
por ser estab le, interrumpe la cadena de reacciones en cascada producida por los radicales 
lib res (Lieb ler, 19 9 8 ; Smirnof f , 20 0 0 ; W ang &  Q uinn, 20 0 0 ). Se sab e q ue el ascorb ato 
interviene en el reciclaj e del ^-tocof erol desde radicales tocof erilos, procedentes a su vez  
de radicales lípido-peroxilo (Smirnof f , 20 0 0 ; M unné -B osch  et al., 20 0 5 ) (ver F ig. 1.9 ; pág. 
3 0 ). 

Los c a r o t e n o i d e s , entre los q ue se encuentra el β-caroteno (provitamina A ), son 
pigmentos colectores de luz  az ul q ue pueden transf erir su energía de excitación a la 
clorof ila, aunq ue tamb ié n tienen un importante papel antioxidante porq ue secuestran 
rápidamente el 1O2 y  otras R OS y  especies de nitrógeno reactivo (R N S) y  ay udan a 
prevenir su aparición durante la f otosíntesis (Telf er et al., 19 9 4 ; Halliw ell &  Gutteridge, 
20 0 0 ). Los carotenoides, constituidos por carotenos y  xantof ilas, son los pigmentos q ue 
proporcionan el color roj o amarillento a las h oj as de árb oles y  plantas durante el otoñ o, 
deb ido a su acumulación en los plastidios de dich as cé lulas. Éste parece ser un mecanismo 
de def ensa de la planta q ue responde a las condiciones f otoinh ib idoras de la aclimatación 
al invierno. E ste mecanismo está acompañ ado de un aumento en la concentración de ^-
tocof erol y  una disminución gradual del contenido de clorof ila, así como de una 
transf ormación de los plastidios, de cloroplastos a cromoplastos (Hormaetxe et al., 20 0 4 ). 
E stos cromoplastos tamb ié n están presentes en algunos tipos de f rutos y  pé talos. E l 
consumo de carotenoides evita el riesgo de ciertos tipos de cáncer y  ay udan a regular el 
sistema inmune (N aik  et al., 20 0 3 ).  A demás, los carotenoides j unto al ^-tocof erol y  el 
ascorb ato, protege a las memb ranas f otosinté ticas f rente a condiciones de estré s oxidativo 
(Hormaetxe et al., 20 0 4 ). 

Por otro lado, los f l a v o n o i d e s  constituy en un amplio grupo de metab olitos 
secundarios aromáticos sintetiz ados por plantas y  especialmente por cítricos (Dugo et al., 
20 0 5 ). E stas sustancias se caracteriz an por su actividad antioxidante y  q uelante de iones 
metálicos impidiendo su participación en reacciones de tipo F enton generadoras de 
radicales ˙OH, por lo q ue le conf iere una gran importancia f rente a enf ermedades 
coronarias del coraz ón y  algunos tipos de cáncer (Y amaguch i et al., 20 0 5 ). La capacidad 
antioxidante de estas molé culas depende de la estructura y  del nú mero de grupos 
h idroxilo q ue tenga dich a molé cula. 

O t r a s  s u s t a n c i a s  c o n s i d e r a d a s  a n t i o x i d a n t e s  son la b ilirrub ina y  el ácido ú rico y a 
q ue se unen a metales e impiden reacciones tipo F enton. E l ácido ú rico, además, 
proporciona protección f rente al oz ono y  al N O2˙ . Tamb ié n existen aminoácidos con 
capacidad para secuestrar iones metálicos y  q ue son susceptib les a oxidarse en presencia 
de H2O2 y  concentraciones f isiológicas de b icarb onato (Stadtman &  B erlett, 19 9 1). E n 
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tej idos animales, la melatonina atrapa al radical ˙OH además de estimular enz imas 
antioxidantes importantes (SOD, GPX  y  GR ),  por lo q ue se considera actualmente como 
un importante antioxidante. E n dosis f armacológicas es ef ectiva para reducir el dañ o 
ocasionado por agentes tóxicos y  paradigmas experimentales q ue inducen el estré s 
oxidativo (R eiter et al., 19 9 7 ). 
 
1.3.2.2. H i d r o s o l u b l e s  
A s c o r b a t o  o  v i t a m i n a  C 
A parece en todos los compartimentos celulares, incluido el apoplasto. F unciona como 
antioxidante ub icuo pues interaccióna con los radicales h idroxilo, superóxido y  el oxígeno 
singlete. A demás, es el donador electrónico de la ascorb ato peroxidasa para eliminar el 
peróxido de h idrógeno. I nterviene en la generación del α-tocof erol y  en el ciclo de las 
xantof ilas para regenerar la z eaxantina. Dada su relevancia en el contenido de esta Tesis, 
se ab ordará en el siguiente apartado de este capítulo una visión más amplia del 
metab olismo del ascorb ato. 
 
Gl u t a t i o n  
La f orma reducida del glutation (GSH) es un tripé ptido (γ-Gly -C y s-Gly ) q ue existe de 
f orma intercamb iab le con su f orma oxidada (GSSG). E l GSH es el antioxidante q ue se 
encuentra en may ores concentraciones intracelulares. E n su papel como antioxidante 
participa j unto al ascorb ato en el ciclo ascorb ato-glutation q ue elimina el H2O2 intracelular 
(C reissen et al., 19 9 2; W ingsle &  K arpinsk i, 19 9 6), y  además de reaccionar directamente 
con el 1O2 y  los radicales ˙OH, protege a los grupos tioles de las proteínas (Lascano et al., 
19 9 8 ; Gech ev et al., 20 0 2). A demás, el glutation j uega un papel importante en la 
eliminación de xenob ióticos cuando se conj uga con molé culas electrof ílicas, por la acción 
de la enz ima glutation S-transf erasa. E n tercer lugar, el glutation como componente de las 
f itoq uelatinas (polímeros de (γ-Glu-C y s)2Gly ) interviene en la q uelación de metales 
pesados como el cadmio, f acilitando así su secuestro por la vacuola (Stef f ens et al., 19 8 6; 
F oy er et al., 20 0 1). E l GSH actú a tamb ié n como cof actor de la glutation peroxidasa 
eliminando H2O2; puede además eliminar radicales lib res por vías no enz imáticas, p.e. 
participa en la desintoxicación de drogas con grupos f uncionales q ue reducen 
parcialmente al oxígeno molecular (Smirnof f , 20 0 0 ). E l GSH está involucrado en otros 
procesos metab ólicos, como el mantenimiento de la comunicación intercelular, el 
transporte intracelular de cob re y  es cof actor de enz imas en diversas rutas metab ólicas. 
Participa en la regulación del estado redox de los disulf uros en proteínas con otras 
molé culas como la tiorredoxina y  glutarredoxina entre otros compuestos tiólicos. E n 
animales, el GSH está suj eto a un control h ormonal y  a su vez  puede modular la expresión 
h ormonal al regular los receptores h ormonales en la memb rana q ue contienen grupos 
tioles o disulf uros como por ej emplo el receptor N M DA  (N -metil D-aspartato) q ue tiene 
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grupos sulf idrilos y  está suj eto a control redox. (Spector et al., 19 9 1; Tay lor et al., 19 9 6; 
Gamaley  &  K ly ub in, 19 9 9 ; Dalton et al., 19 9 9  ; Halliw ell &  Gutteridge, 20 0 0 ). 
R ecientemente se le h a atrib uido el papel, j unto al ascorb ato, de modular la respuesta 
oxidativa, regulando la expresión de genes de respuesta a la patogé nesis y  de la 
resistencia sisté mica adq uirida (Pastori et al., 20 0 3 ; K iddle et al., 20 0 3 ; B arth  et al., 20 0 4 ). 

La ruta de síntesis de glutatión es conservada en todos los organismos e implica a 
dos enz imas dependientes de A TP la gamma-glutamilcisteína sintetasa (γ-E C S) y  la 
glutatión sintetasa (GSH-S). E n plantas se piensa q ue la regulación de la síntesis de GSH 
se podría llevar a cab o por la distinta compartimentación de las dos enz ima q ue 
intervienen en dich o proceso (F oy er &  N octor, 20 0 5 ). E n A r ab id o p s is  y  mediante estudios 
b ioq uímicos de localiz ación sub celular se h a ob servado q ue la proteína γ-E C S es 
ab undante en cloroplastos mientras q ue la GSH-S se encuentra principalmente en el 
citosol. Por otro lado, parece ser q ue la disponib ilidad de cisteína y  la inh ib ición de la γ-
E C S por el propio GSH intervienen en la regulación del pool de GSH (Z h u et al., 19 9 9 ). 

 
1.3.3. As c o r b a t o :  m e t a b o l i s m o  y  f u n c i ó n  
E l ascorb ato o vitamina C  es un antioxidante sintetiz ado por plantas y  en un b uen nú mero 
de cé lulas animales, salvo en h umanos, otros primates, cob ay as, murcié lagos y  algunas 
aves. E stas especies h an perdido la capacidad para sintetiz ar la enz ima gulonolactona 
oxidasa (GulLO), la cual interviene en la ú ltima etapa de síntesis de ascorb ato en animales 
y  por ello req uieren la presencia de ascorb ato en su dieta (B urns, 19 5 7 ; C h audh uri &  
C h atterj ee, 19 69 ; Davey  et al., 20 0 0 ). La síntesis de ascorb ato en plantas se localiz a en la 
memb rana mitocondrial interna desde donde se transportará a otros compartimentos 
celulares en los q ue f orma parte del ciclo ascorb ato-glutation. 

E l ascorb ato puede encontrarse en distintos estados oxidativos. E l primer producto 
de oxidación del ascorb ato es el radical monodesh idroascorb ato (M DA ), q ue es 
relativamente estab le. E ste M DA  en presencia de otra molé cula similar son capaces de 
f ormar ascorb ato y  desh idroascorb ato, q ue es el segundo producto de oxidación del 
ascorb ato. E ntre los sistemas de regeneración de ascorb ato tenemos la reducción directa 
del M DA  por el f otosistema I , la M DA R  dependiente de N A DPH y  la DHA R  dependiente 
de glutation reducido (GSH). E ste GSH es proporcionado por la enz ima glutation 
reductasa (GR ) dependiente de N A DPH, la cual reduce GSH a partir de la f orma oxidada 
de é ste (GSSG). 

A ctualmente se sab e q ue el ascorb ato además de ser un importante antioxidante 
celular interviene en otros much os procesos importantes dentro y  f uera de la cé lula. E sto 
h ace imprescindib le un sistema de transporte de dich a molé cula cuy a dif usión lib re a 
travé s de la memb rana no es lo esperado al estar cargada negativamente a pH f isiológico 
(Horemans et al., 20 0 0 a). Poco se sab e aú n sob re el transporte inter- e intracelular del 
ascorb ato en plantas. E n cuanto al transporte intercelular en animales se h a ob servado q ue 
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este proceso se lleva a cab o sólo en algunos tipos celulares como las cé lulas endoteliales 
q ue lo acumulan para la síntesis de colágeno, mientras q ue es más h ab itual el transporte 
del desh idroascorb ato. Los sistemas de transporte de ascorb ato en animales pertenecen a 
una f amilia de transportadores dependientes de sodio (N A Ts o N a+-dependent 
transporters) (Tsuk aguch i et al., 19 9 9 ), mientras q ue los transportadores de DHA  
pertenecen a una f amilia de transportadores de glucosa tipo GLU T (V era et al., 19 9 6; 
R umsey  et al., 19 9 7 ; Liang et al., 20 0 1) (V er F ig. 1.10 , pag. 3 1). E n plantas, tamb ié n se h an 
identif icado algunos sistemas de transporte de tipo N A Ts implicados en el transporte de 
ascorb ato desde el citosol al apoplasto (A rgy rou et al., 20 0 1). E n cuanto al transporte 
intracelular se sab e q ue en cloroplastos existe un transportador específ ico q ue introduce 
ascorb ato en el cloroplasto y  dich o sistema presenta gran h omología con los 
transportadores de glucosa de mamíf eros de la f amilia GLU T y  dif ieren de los 
transportadores de h exosas de plantas (Sz ark a et al., 20 0 4 ). E n mitocondrias de plantas el 
transporte de DHA  y  glucosa al interior del orgánulo es llevada a cab o por el mismo tipo 
de transportador. Por otro lado, se h a sugerido q ue el ascorb ato sintetiz ado en el espacio 
intermemb rana atraviesa la memb rana mitocondrial en su f orma oxidada, DHA  (Sz ark a et 
al., 20 0 4 ). 

 
1.3.3.1. B i o s í n t e s i s  
E n los añ os cincuenta y a se suponía q ue la síntesis de ascorb ato en plantas dif ería de la de 
animales (Loew us, 19 63 ). Pero es a partir de los 19 9 0 s, con la ob tención de algunos 
mutantes def icientes en la síntesis de ascorb ato, cuando se empiez a a estudiar con más 
detalle las vías de síntesis de este antioxidante en plantas. La síntesis de ácido ascórb ico 
en animales implica la transf ormación de la D-glucosa (D-Glc) a ácido ascórb ico vía D-
glucoronato, L-gulonato y  L-gulono-1,4 -lactona (L-GulL) (B urns et al., 19 60 ), el cual es 
oxidado a ácido ascórb ico mediante la enz ima L-gulono-1,4 -lactona oxidasa (GulLO; E C  
1.1.3 .8 ) (F ig. 1.7 ). E sta enz ima h a sido purif icada en rata, cab ra y  pollo (N ish ik imi et al., 
19 7 6; K iuch i et al., 19 8 2). E n plantas, la síntesis de ascorb ato ocurre por dif erentes vías, 
q ue describ iremos a continuación, y  q ue tienen como precursor comú n la L-galactono-1,4 -
lactona (L-GalL), q ue es oxidada a ácido ascórb ico mediante la enz ima L-galactono-1,4 -
lactona desh idrogenasa (GalLDH; E C  1.3 .2.3 ) (W h eeler et al., 19 9 8 ; C onk lin et al., 20 0 0 ; 
Smirnof f  et al., 20 0 1; W oluck a et al., 20 0 1; A gius et al., 20 0 3 ). Por otro lado, en h ongos y  
algas, donde está ausente el ascorb ato, se h a ob servado la presencia de un compuesto 
análogo al ascorb ato, el eritroascorb ato, q ue presenta una ruta de síntesis alternativa en la 
q ue interviene una nueva aldonolactona oxidasa, la D-arab ino-1,4 -lactona oxidasa (D-
A raLO; E C ), la cual es distinta a la GulLO de animales o la GalLDH de plantas (Smirnof f  
et al., 20 0 1).  

E n plantas se h an descrito varias vías posib les en la síntesis de ascorb ato (F ig. 1.8 ), 
pero la principal ruta f isiológica es la de Smirnof f -W h eeler (C onk lin et al., 19 9 9 ) q ue 
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ocurre vía GDP-manosa (GDP-M an), GDP-L-galactosa (GDP-L-Gal), L-galactosa-1-f osf ato, 
L-galactosa y  L-galactono-1,4 -lactona (L-GalL) q ue es oxidada a ascorb ato por la L-
galactono-1,4 -lactona desh idrogenasa (GalLDH; E C  1.3 .2.3 ) (W h eeler et al., 19 9 8 ; I sh ik aw a 
et al., 20 0 6). A ctualmente se h an estab lecido otras rutas de síntesis de ácido ascórb ico en 
plantas, como la q ue utiliz a ácido D-galacturónico (A gius et al., 20 0 3 ) derivado de 
pectinas, o aq uella ruta de síntesis a partir de mio-inositol en A r ab id o p s is  (Lorence et al., 
20 0 4 ). Por otro lado, Loew us (19 8 8 ) propone una vía alternativa a partir de la cual el 
ascorb ato es sintetiz ado desde D-glucosa, vía L-sorb osona. E n j udía y  espinaca h ay  
indicios de actividad capaz  de convertir L-sorb osona a ascorb ato en una reacción 
dependiente de N A DP+ (Saito et al., 19 9 0 ; Loew us et la., 19 9 0 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Los pasos previos a la L-galactosa-1P en la síntesis de ascorb ato por la ruta descrita 
por Smirnof f -W h eeler son comunes para otros procesos celulares como la síntesis de 
polisacáridos de la pared celular y  la glicosilación de proteínas (Smirnof f  et al., 20 0 1). E sto 
nos indica q ue las reacciones exclusivas de la ruta de síntesis de ascorb ato son las 
cataliz adas por la GalDH y  la GalLDH. Por otro lado, se h a ob servado q ue la actividad 
GalDH es inh ib ida en presencia de altas concentraciones de ascorb ato por mecanismo 
“ f eedb ack ”  (Tab ata et al., 20 0 2) y , además, ciertos estudios indican q ue la actividad 
GalLDH es f uertemente regulada por las condiciones de luminosidad en las q ue se 
encuentran las plantas (Tab ata et al., 20 0 2; Tamaok i et al., 20 0 3 ; Paterak i et al., 20 0 4 ).  
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Fig. 1.7. Comparación  d e  l a s ín t e s is  d e  ácid o as córb ico y  e rit roas córb ico e n  v arios  organ is mos . La ruta de 
sín tesi s de ác i do  asc órb i c o  v aría en tre l o s di sti n t o s g rup o s de o rg an i sm o s.  E n  p l an tas ( i n c l uy en do  al g as c l o ro f íti c as)  l a 
al do n o l ac to n a p rec urso ra de ác i do  asc órb i c o  es p ro duc i da desde un a al do sa,  m i en tras q ue en  m am íf ero s y  al g un o s 
p ro ti stas el l o  o c urre desde el  ác i do  urón i c o .  H ay  ev i den c i as de q ue l as p l an tas tam b i én  p o drían  l l ev ar a c ab o  esta ruta a 
p arti r del  ác i do  urón i c o .  P o r o tro  l ado ,  l o s h o n g o s A sc o m i c eto s,  i n c l uy en do  l as l ev aduras,  p ro duc en  D -eri tro asc o rb ato ,  un  
an ál o g o  C 5 del  ác i do  asc órb i c o ,  p o r m edi o  de un a ruta si m i l ar a l a de l as p l an tas.  C o m p arac i o n es en tre l a sec uen c i a de 
am i n o ác i do s de l as al do n o l ac to n as desh i dro g en asas ( p l an tas) / o x i dasas ( an i m al es)  q ue p ro duc en  asc o rb ato o  
eri tro asc o rb ato ( l ev aduras)  m uestran  un  2 6  a un  3 1 %  de i den ti dad.  E ste di ag ram a f ue desc ri to  p o r S m i rn o f f ( 2 0 0 1 ) .  L-
G al L,  L-g al ac to n o -1,4-l a c t o n a ;  L -G u l L ,  L -g u l o n o -1,4-l a c t o n a ;  D -A r a L , D -a r a b i n o -1,4-l a c t o n a .
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1.3.3.2. F u n c i ó n  
L a  f u n c i ó n  p r i n c i p a l  d e l  a s c o r b a t o  e s  l a  d e  a c t u a r  c o m o  u n  p o t e n t e  a n t i o x i d a n t e . S e   
e x p l i c a  a s í  s u  i m p o r t a n c i a  e n  p r o c e s o s  r e l a c i o n a d o s  c o n  l a  f o t o s í n t e s i s ,  e n t r e  l o s  q u e  s e  
e n c u e n t r a  s u  p a p e l  e l i m i n a d o r  d e  p e r ó x i d o  d e  h i d r ó g e n o  e n  l a  r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  p o r  l a  
A P X ,  e l i m i n a c i ó n  d i r e c t a  d e  s u p e r ó x i d o ,  r a d i c a l e s  h i d r o x i l o  y o x í g e n o  s i n g l e t e ,  
r e g e n e r a c i ó n  d e l  ^-t o c o f e r o l  ( P a d h ,  1 990 ),  d o n a c i ó n  d e  e l e c t r o n e s  a l  f o t o s i s t e m a  I I  y a c t u a r  
c o m o  c o f a c t o r  d e  l a  v i o l a x a n t i n a  d e p o x i g e n a s a  ( V DE ) ( F i g . 1 .9),  e n z i m a  i m p l i c a d a  e n  e l  

Fig. 1.8. Rutas propuestas para la biosín tesis d e ác id o asc órbic o en  an im ales ( reac c ión  1-8)  y  plan tas 
( reac c ion es 9 -2 4 ) . Las flechas rojas indican actividades enz im áticas de nu evas ru tas de síntesis de ácido L-ascórb ico 
(W olu ck a y  M ontag u ,  2 0 0 3;  Lorence et al. ,  2 0 0 4 ) .  Las enz im as q u e cataliz an las reacciones nu m eradas son:  1,  
fosfog lu com u tasa;  2 ,  U D P -g l u cosa p irofosforilasa;  3,  U D P - g lu cosa deshidrog enasa;  4 ,  g l u cu ronato-1-fosfato 
u ridiltransferasa;  5,  g l u cu rono q u inasa;  6,  g l u cu ronato redu ctasa;  7 ,  aldonolactonasa;  8 ,  g u lono-1, 4 -lactona 
deshidrog enasa;  9 ,  g l u cosa-6-fosfato isom erasa;  10 ,  m anosa-6-fosfato isom erasa;  11,  fosfom anom u tasa;  12 ,  G D P -
m anosa p irofosforilasa;  13,  G D P - m anosa-3’-5’-ep im erasa;  14 ,  fosfodiesterasa;  15,  az úcar fosfatasa;  16,  L-g alactosa 
deshidrog enasa;  17 ,  L-g alactono-1, 4 -lactona deshidrog enasa;  18 ,  m etilesterasa;  19 ,  D -g alactu ronato redu ctasa;  2 0 ,  
aldono-lactonasa;  2 1,  fosfodiesterasa;  2 2 ,  az úcar fosfatasa;  2 3,  L-g u losa deshidrog enasa;  2 4 ,  m io-inositol ox ig enasa.  
M odelo p rop u esto p or V alp u esta &  B otella,  2 0 0 4 .
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c i c l o  d e  l a s  x a n t o f i l a s  e n  e l  l u m e n  t i l a c o i d a l ,  c o n c r e t a m e n t e  e n  l a  d i s i p a c i ó n  d e l  e x c e s o  d e  
e n e r g í a  d e  e x c i t a c i ó n  d e p e n d i e n t e  d e  z e a x a n t i n a  ( S m i r n o f f ,  2 0 0 0 ). A d e m á s  i n t e r v i e n e  e n  
l a  e l i m i n a c i ó n  d e  l a s  e s p e c i e s  d e  o x í g e n o  r e a c t i v o  g e n e r a d a s  d u r a n t e  l a  f o t o r r e s p i r a c i ó n ,  a  
n i v e l  d e  l a  g l i c o l a t o  o x i d a s a  e n  e l  p e r o x i s o m a . E s t a  f u n c i ó n  a n t i o x i d a n t e  e n  p l a n t a s  h a c e  
q u e  e l  a s c o r b a t o  j u e g u e  u n  p a p e l  i m p o r t a n t e  e n  l a  d e f e n s a  f r e n t e  a l  e s t r é s  o x i d a t i v o ,  s o b r e  
t o d o  e n  l o s  t e j i d o s  f o t o s i n t é t i c o s  ( F o ye r  e t  a l .,  1 98 3 ;  S m i r n o f f ,  2 0 0 0 ),  d e  m a n e r a  q u e  e n  
c l o r o p l a s t o s  l l e g a  a  a l c a n z a r  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  2 0  a  3 0 0  m M e n  a l g u n a s  e s p e c i e s  a l p i n a s  
( F o ye r  e t  a l .,  1 98 3 ;  R a u t e n k r a n z  e t  a l .,  1 994 ;  S t r e b  e t  a l .,  1 997 ;  S m i r n o f f ,  2 0 0 0 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
L a  m a yo r í a  d e l  a s c o r b a t o  ( 90 % ) e s t á  l o c a l i z a d o  e n  e l  i n t e r i o r  d e  l a  c é l u l a ,  y a  

d i f e r e n c i a  d e  o t r o s  a n t i o x i d a n t e s  s o l u b l e s ,  u n a  p r o p o r c i ó n  m í n i m a  e s  e x p o r t a d a  a l  
a p o p l a s t o ,  d o n d e  a p a r e c e  e n  c o n c e n t r a c i o n e s  m i l i m o l a r e s . S e  c r e e  q u e  e s t e  a s c o r b a t o  
a p o p l á s t i c o  r e p r e s e n t a  l a  p r i m e r a  b a r r e r a  d e  d e f e n s a  f r e n t e  a  l o s  o x i d a n t e s  e x t e r n o s  
p o t e n c i a l m e n t e  d a ñ i n o s  c o m o  e l  o z o n o ,  S O2 y N O2 ( P l o c h l  e t  a l .,  2 0 0 0 ;  Ma d d i s o n  e t  a l .,  
2 0 0 2 ) ( F i g . 1 .1 0 ). Di c h o  a s c o r b a t o  a p o p l á s t i c o  p u e d e  s e r  o x i d a d o  a  
m o n o d e s h i d r o a s c o r b a t o  p o r  l a  e n z i m a  a s c o r b a t o  o x i d a s a ,  p o r  e l  o z o n o  u  o t r o s  o x i d a n t e s . 
E l  MDA  e s  i n e s t a b l e  y r á p i d a m e n t e  e s  d e s p r o p o r c i o n a d o  a  DHA  y a s c o r b a t o . E l  DHA  
s u e l e  s e r  t r a n s p o r t a d o  a  t r a v é s  d e  l a  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  a l  c i t o p l a s m a  c e l u l a r  p o r  u n  
t r a n s p o r t a d o r  ( Ho r e m a n s  e t  a l .,  2 0 0 0 a ). G r a c i a s  a  l a  DHA R  c i t o p l a s m á t i c a  e s t e  DHA  e s  
r e c i c l a d o  n u e v a m e n t e  a  a s c o r b a t o  q u e  p u e d e  q u e d a r s e  e n  l a  c é l u l a  o  s e r  n u e v a m e n t e  
t r a n s p o r t a d o  a l  e s p a c i o  a p o p l á s t i c o  ( Ho r e m a n s  e t  a l .,  2 0 0 0 b ). E l  DHA  a p o p l á s t i c o  
g e n e r a d o  p a r e c e  s e r  r e s p o n s a b l e  d e  l a  e l o n g a c i ó n  y l a  d i v i s i ó n  c e l u l a r  ( L i n  &  V a r n e r ,  1 991 ;  
G o n z á l e z -R e ye s  e t  a l .,  1 994 ;  K e r k  &  F e l d m a n ,  1 995 ;  P i g n o c c h i  &  F o ye r ,  2 0 0 3 ). N o  o b s t a n t e ,  
e l  A S C  t a m b i é n  p a r e c e  i n t e r v e n i r  e n  l a  e l o n g a c i ó n  c e l u l a r  e n  l a s  z o n a s  m e r i s t e m á t i c a s  d e  
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Fig. 1.9.  Función d e l  a s co r b a t o e n l a  f o t o s ínt e s is . Se indican l o s  s i t io s  do nde el  as co r b at o int er v iene co m o  do nado r  
de el ect r o nes  y  el  m o no des h idr o as co r b at o co m o  acep t o r  de el ect r o nes ,  adem ás  de s u  f u nción co m o  co f act o r  de l a 
v io l ax ant ina dep o x i g enas a (V D E ) ,  r ecicl aj e del  o x íg eno  s ing l et e (1O2 )  y  r eg ener ación del  α-t o co f er o l  a p ar t i r  de l o s  
r adical es  t o co f er i l o s .  M o v i m ient o  del  as co r b at o y  des h idr o as co r b at o (D H A )  ent r e el  l u m en t il aco idal y  el  es t r o m a (        ) .   
A P X ,  as co r b at o p er o x idas a;  A A ,  ácido  as cór b ico / as co r b at o ;  D H A ,  des h idr o as co r b at o ;  L OO ,̇  r adical  l íp ido -p er o x i l o ;  
L OOH ,  h idr o p er óx ido  l i p ídico ;  M D A ,  m o no des h idr o as co r b at o ;  P S,  f o t o s i s t em a (I  y  I I ) ;    SOD ,  s u p er óx ido  dis m u t as a;  α-
t o c,  t o co f er o l .
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l a  r a í z  d e  p l a n t a s  d e  c e b o l l a  ( G o n z á l e z -R e ye s  e t  a l .,  1 995 ;  C ó r d o b a -P e d r e g o s a  e t  a l .,  2 0 0 3 a ,  
2 0 0 3 b ;  2 0 0 5 ). E l  t r a n s p o r t e  d e l  a s c o r b a t o ,  p o r  t a n t o ,  e s  i m p r e s c i n d i b l e  e n  e l  m a n t e n i m i e n t o  
d e l  e s t a d o  r e d o x  a p o p l á s t i c o  y s e  h a  o b s e r v a d o  q u e  l a  a c t i v i d a d  d e  d i c h o  t r a n s p o r t a d o r  e s  
u n  p r o c e s o  r e g u l a d o  p o r  e l  c i c l o  c e l u l a r  ( Ho r e m a n s  e t  a l .,  2 0 0 3 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E l  á c i d o  a s c ó r b i c o  j u e g a  t a m b i é n  u n  p a p e l  i m p o r t a n t e  e n  l a  s e ñ a l i z a c i ó n  c e l u l a r . 

E l  a s c o r b a t o  i n t e r v i e n e  e n  l a  r e s i s t e n c i a  a  a t a q u e s  p o r  p a t ó g e n o s  ya  q u e  m o d u l a  e l  
c o n t e n i d o  d e  a l g u n a s  m o l é c u l a s  s e ñ a l  c o m o  á c i d o  s a l i c í l i c o ,  á c i d o  a b s c í s i c o ,  e t i l e n o  y 
g i b e r e l i n a s  ( C o n k l i n  &  B a r t h ,  2 0 0 4 ). E s t a s  m o l é c u l a s  s e ñ a l  d e s e n c a d e n a n  u n a  s e r i e  d e  
p r o c e s o s  d e  d e f e n s a  c e l u l a r  p o r  m e d i o  d e  l a  a c t i v a c i ó n  d e  MA P  q u i n a s a s . S e  h a  o b s e r v a d o  
q u e  e s t a  r e s p u e s t a  d e  r e s i s t e n c i a  f r e n t e  a  p a t ó g e n o s  e s t á  a m p l i a m e n t e  r e l a c i o n a d a  c o n  l a  
p r o v o c a d a  p o r  e x p o s i c i ó n  a  o z o n o  ( C o n k l i n  &  B a r t h ,  2 0 0 4 )( F i g . 1 .1 1 ).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
R e c i e n t e m e n t e  s e  h a n  d e s a r r o l l a d o  e s t u d i o s  q u e  r e l a c i o n a n  l a  i n t e r a c c i ó n  

a s c o r b a t o -H2O2 y e l  á c i d o  a b s c í s i c o  c o n  l a  r e g u l a c i ó n  d e l  c i e r r e  e s t o m á t i c o  e n  p l a n t a s  
( F o ye r  &  N o c t o r ,  2 0 0 5 ). A d e m á s  l a  a b u n d a n c i a  d e  a s c o r b a t o  f o l i a r  p u e d e  m o d u l a r  l a  
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Citoplasma A poplasto Fig. 1.10. Reacciones de oxidación-
r edu cción del  ácido ascór b ico en el  
cit op l asm a y  ap op l ast o (C onk l in &  B ar t h .,  
2 004 ) . Se representan algunos de los 
m ec ani sm os propuestos para el transporte 
del ác i do asc órb i c o y  el desh i droasc orb ato
( D H A )  a trav és de la m em b rana plasm áti c a 
de c élulas de plantas.  M D A ,  radi c al 
m onodesh i droasc orb ato;  M D A R ,  
m onodesh i droasc orb ato reduc tasa;  A O X ,  
asc orb ato ox i dasa;  D H A R ,  desh i droasc orb ato
reduc tasa;  N A T ,  transportador de ác i do 
asc órb i c o dependi ente de N a+ ;  A P X ,  
asc orb ato perox i dasa.
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Fig. 1.11. Modelo descrito por C on k lin &  B a rth ( 2 0 0 4 ) ,  
don de se ilu stra  q u e b a j a s con cen tra cion es de 
a scorb a to ( A A ) ,  presen cia  de oz on o y  pa tógen os 
pu ede a ctiv a r ru ta s sim ila res a  la s de def en sa  en  
pla n ta s.  Bajos niveles de AA producen un aumento en 
los niveles de R O S  q ue a su vez  activan a M AP  q uinasas
q ue desencadenan una respuesta de def ensa a través de 
f itoh ormonas.  A su vez ,  el estado redox y / o la ab undancia 
de AA puede tamb ién inducir la respuesta h ormonal de la 
planta resultando la ex presión de g enes relacionados con 
la def ensa y  con la senescencia ( S AG s) ,  lo cual puede 
contrib uir a la resistencia f rente a patóg enos.  P or otro 
lado,  el ácido salicílico ( AS ) ,  etileno y  ácido ab scísico
( ABA)  inician una reacción h ipersensib le y  lesiones q ue 
son atenuadas por el ácido jasmónico,  resultando una 
sensib ilidad al oz ono.
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expresión de genes relacionados con la patogénesis y de la respuesta sistémica adquirida 
(P astori et al., 2 0 0 3 ; K iddle et al., 2 0 0 3 ; B arth  et al., 2 0 0 4 ). L a disminución en los niv eles de 
ascorbato disminuye el umbral de sensibilidad al estrés y desencadena respuestas de 
muerte celular programada (P C D ) y de respuesta sistémica adquirida (K angasj arv i et al., 
2 0 0 5 ). D e h ech o, mutantes v tc1  y v tc2  def icientes en la sí ntesis de ascorbato desarrollan 
una mayor resistencia f rente a patógenos relacionada con la acumulación de á cido 
abscí sico unida a un senescencia má s temprana que el tipo silv estre (B arth  et al., 2 0 0 4 ). 

Ademá s de actuar como cofactor de la v iolaxantina depoxidasa, el ascorbato actú a 
como cof actor de otras enz imas (D av ey et al., 2 0 0 0 ; S mirnof f , 2 0 0 0 ). 
 
1.3.4. A n t i o x i d a n t e s  e n  p r o d u c t o s  h o r t í c o l a s  
L os estudios epidemiológicos realiz ados h asta ah ora sugieren que el consumo elev ado de 
alimentos ricos en antioxidantes naturales incrementa la capacidad antioxidante de 
nuestro plasma sanguí neo y reduce el riesgo de algunos tipos de cá ncer, enf ermedades de 
coraz ón, cataratas, Alz eh imer, etc. (M arik o et al., 2 0 0 5 ). L a principal f uente de 
antioxidantes en nuestra alimentación es de origen v egetal, principalmente por el 
consumo de f ruta y v erdura (F ig. 1 .1 2 ). E sta propiedad antioxidante es atribuida a una 
gran v ariedad de constituyentes que incluyen v itaminas y otros compuestos f itoquí micos 
como f lav onoides y carotenoides (C ao et al., 1 9 9 6; P roteggente et al., 2 0 0 2 ). D e h ech o, 
algunos de estos antioxidantes deben ser incluidos en nuestra dieta, ya que los h umanos 
h emos perdido la capacidad de sintetiz arlos, como es el caso del ascorbato (D av ey et al., 
2 0 0 0 ). E n este caso, dich os antioxidantes parecen ser importantes para mantener un buen 
estado de salud complementando las f unciones de las def ensas celulares. E ntre los 
antioxidantes má s importantes sintetiz ados por plantas y obtenidos a partir de la dieta en 
h umanos está n los carotenoides, los f lav onoides, el ^-tocof erol o v itamina E  y el á cido 
ascórbico o v itamina C . Algunos antioxidantes tienen f unciones paradój icas en tanto que 
pueden f uncionar como prooxidantes, p.e. el á cido ascórbico cuando está  en presencia de 
h ierro o cobre (S pector et al., 1 9 9 1 ; S tock er et al., 1 9 9 1 ). L a T abla 1 .5 . muestra la capacidad 
antioxidante total y el contenido en á cido ascórbico o v itamina C  de algunos tipos de 
f rutas y v erduras.  

P or otro lado, las f rutas y v erduras está n constituidas principalmente por agua (8 0 -
9 0 %  de su peso) y, aunque el contenido de carboh idratos es v ariable, en la mayorí a de los 
casos éste es menor del 1 0 %  de su peso. Ademá s, son pobres en contenido de lí pidos y 
proteí nas por lo que, a la gran mayorí a, se les consideran alimentos h ipocalóricos. E n este 
caso, las v erduras  apenas superan las 5 0  calorí as por 1 0 0  gramos, excepto las alcach of as y 
las patatas, y las f rutas oscilan entre 3 0 -8 0  calorí as por 1 0 0  gramos, excepto el aguacate  y 
el coco que pueden alcanz ar las 2 0 0  calorí as por 1 0 0  gramos (w w w .es.w ik ipedia.org).  Y a 
se comentó la importancia de estos alimentos por su alto contenido en v itaminas 
esenciales para nuestra salud, y ademá s, aportan minerales como potasio, magnesio, 



                                                                                                                                                     Introducción 

 33 

calcio, h ierro y sodio. E l 2 %  de la f ruta y el 2 -1 0 %  de la v erdura es f ibra, constituida 
principalmente por pectina y celulosa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 L a importancia que h oy dí a nos supone las propiedades organolépticas (color, 
tamañ o, calidad, nutrientes, etc.) de los f rutos se traduce en el reciente auge que h a 
supuesto la inv estigación en la mej ora de las propiedades genéticas y bioquí micas en este 
sentido (W h ite, 2 0 0 2 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

1830  � 1T o m a t e

1038 � 4P l át a no
638 � 1M e l o c o t ón

360  � 3P e r a
648 � 1M a nz a na
2245 � 2B e r e nj e na

< 214 � 1L e c h u g a

280 � 4U v a

1530  � 1C o l i f l o r

2232 � 1G u i s a nt e

1622 � 1P u e r r o

772 � 1E s p i na c a

5320  � 12C i r u e l a  r o j a
26228 � 6F r a m b u e s a

688 � 1C e b o l l a
45128 � 4B r óc o l i
9 2119  � 10P i m i e nt o  v e r d e
46126 � 6N a r a nj a
10 5131 � 12P i m i e nt o  r o j o  

61330  � 4F r e s a

Ascorbato total
(m g / 10 0 g  p e s o  f r e s c o )

C ap aci d ad  an ti ox i d an te  total
(m g G A E / 10 0 g  p e s o  f r e s c o ) aF ru ta/ v e rd u ra

1830  � 1T o m a t e

1038 � 4P l át a no
638 � 1M e l o c o t ón

360  � 3P e r a
648 � 1M a nz a na
2245 � 2B e r e nj e na

< 214 � 1L e c h u g a

280 � 4U v a

1530  � 1C o l i f l o r

2232 � 1G u i s a nt e

1622 � 1P u e r r o

772 � 1E s p i na c a

5320  � 12C i r u e l a  r o j a
26228 � 6F r a m b u e s a

688 � 1C e b o l l a
45128 � 4B r óc o l i
9 2119  � 10P i m i e nt o  v e r d e
46126 � 6N a r a nj a
10 5131 � 12P i m i e nt o  r o j o  

61330  � 4F r e s a

Ascorbato total
(m g / 10 0 g  p e s o  f r e s c o )

C ap aci d ad  an ti ox i d an te  total
(m g G A E / 10 0 g  p e s o  f r e s c o ) aF ru ta/ v e rd u ra

Tabla 1.5. Capacidad antioxidante total y as cor bato total en extr actos  de f r u tas  y v er du r as .

a Datos de capacidad antioxidante total expresados como contenido f enólico en eq u i v alentes de ácido g álico ( G A E ) ;   v alor �
S E M  ( error estandard de la media)  de tres mu estras. L os datos h an sido recopilados de las sig u ientes ref erencias:  M arik o et 
al. ,  2 0 0 5 ;  P roteg g ente et al. ,  2 0 0 2 .  E stos v alores están su j etos a v ariaciones seg ún la v ariedad y  estado de desarrollo de cada 
f ru ta o v erdu ra.
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1.4. P E R O X I S O M A S ,  R O S  Y  A N T I O X I D A N T E S  
1.4.1. M e t a b o l i s m o  p e r o x i s o m a l  
L os peroxisomas son orgá nulos celulares descritos por primera v ez  en 1 9 5 4  por R h odin y 
caracteriz ados bioquí micamente a principios de los 60  por D e D uv e (L usch ning &  F ink , 
1 9 9 9 ). S on orgá nulos pequeñ os de entre 0 ,1  y 2  µm de diá metro constituidos por una 
membrana simple que rodea a una matriz  granular o f ibrilar (T olbert &  E ssner, 1 9 8 1 ). N o 
son orgá nulos autónomos, ya que no presentan un sistema genético propio  y sus 
proteí nas son codif icadas por el nú cleo. S e localiz an en la mayorí a de las células 
eucariotas (K indl &  L az arow , 1 9 8 2 ) y entre sus componentes bá sicos se encuentran las 
enz imas catalasa y f lav in oxidasas productoras de H 2O2. E n plantas, existen v arios tipos 
de peroxisomas que se pueden clasif icar segú n su f unción metabólica y el tej ido en el cual 
se localiz an (H uang et al., 1 9 8 3 ; B ak er &  G rah am, 2 0 0 2 ):   

a. G lioxisomas, presentes en el tej ido de reserv a de semillas oleaginosas y en h oj as 
senescentes. E stos orgá nulos contienen las enz imas de la β-oxidación de á cidos 
grasos y del ciclo del glioxilato para conv ertir los lí pidos de reserv a  en az ú cares 
que son utiliz ados para la germinación y el crecimiento de la plá ntula y en las 
etapas de senescencia en las que dej a de f uncionar de manera ef ectiv a la 
f otosí ntesis. 

b. P eroxisomas de h oj as, que se encuentran en tej idos f otosintéticos y que llev an a 
cabo la mayorí a de las reacciones de la f otorrespiración. 

c. P eroxisomas de nódulos de raí z , presentes en nódulos de algunas leguminosas 
tropicales, y donde tiene lugar la sí ntesis de alantoí na, el metabolito utiliz ado en 
este tipo de plantas para el transporte de nitrógeno. 

d. P eroxisomas no especializ ados, localiz ados en much os tej idos, que contienen las 
enz imas bá sicas peroxisomales, pero cuya f unción f isiológica se desconoce. 

 
Ademá s de catalasa, en los peroxisomas encontramos oxidasas que, salv o en el 

caso de la urato oxidasa, son f lav oproteí nas como la D -amino oxidasa, acil-C oA oxidasa, 
glicolato oxidasa, α-h idroxiá cido oxidasa y glutaril-C oA oxidasa, entre otras (H uang et al., 
1 9 8 3 ; Angermuller et al., 1 9 8 7 ). 

U na propiedad tí pica de peroxisomas es su plasticidad metabólica debido a que su 
contenido enz imá tico v arí a dependiendo del organismo, tipo de célula o tej ido y de las 
condiciones ambientales en las que se encuentren (v an den B osch  et al., 1 9 9 2 ; M ullen &  
T release, 1 9 9 6). C omo ej emplo tenemos la transf ormación de los glioxisomas en 
peroxisomas de h oj as en presencia de la luz  (H uang et al., 1 9 8 3 ; M asters &  C rane, 1 9 9 5 ; 
M ullen &  T release, 1 9 9 6) o la transición inv ersa de los peroxisomas de h oj as en 
glioxisomas durante la senescencia o en situaciones de estrés prov ocado por cadmio (D e 
B ellis et al., 1 9 9 0 ; L andolt &  M atile, 1 9 9 0 ; N ish imura et al., 1 9 9 3 , 1 9 9 6; V icentini &  M atile, 
1 9 9 3 ; P astori &  del R í o, 1 9 9 7 ; del R í o et al., 1 9 9 8 a; 2 0 0 2 a).  
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T ambién, se h a descrito la presencia de activ idad endoproteasa en peroxisomas de 
h oj as de guisante (C orpas et al., 1 9 9 3 ; D istef ano et al., 1 9 9 7 ). L as endoproteasas 
peroxisomales parecen estar implicadas en distintos procesos, como en la degradación de 
proteí nas durante la transición metabólica de los peroxisomas, en la degradación del 
extremo N -amino terminal de proteí nas que contienen el péptido señ al de localiz ación 
peroxisomal P T S 2 , así  como en la conv ersión irrev ersible de la X D H  en X OD  (P alma et al., 
2 0 0 2 ). 

 
1.4.2. M e t a b o l i s m o  o x i d a t i v o  
E n estudios prev ios se h a demostrado la producción de especies oxí geno reactiv as dentro 
del peroxisoma así  como la participación de dich o orgá nulo en el metabolismo oxidativ o 
de la célula (del R í o et al., 2 0 0 2 a). Ademá s de la producción de H 2O2, f av orecida por el 
metabolismo principalmente oxidativ o del peroxisoma, se h an descrito dos lugares 
importantes de producción de  O2˙ dentro del orgá nulo: ,  uno en la matriz , por la acción 
de la xantina oxidasa (X OD ), y otro en la membrana, constituido por una cadena de 
transporte electrónico dependiente de N AD (P )H  (S andalio &  del R í o, 1 9 8 8 ; del R í o et al., 
1 9 8 9 ; 1 9 9 8 a; L ópez -H uertas et al., 1 9 9 7 ). E n condiciones metabólicas normales, tanto el 
O2˙ como el H 2O2 producidos no son tóxicos para la célula ya que son eliminados por los 
sistemas de def ensa del orgá nulo y del resto de la célula. P ero en situaciones de estrés 
puede aumentar la producción de estas R OS  dando lugar a condiciones de estrés 
oxidativ o en las que los peroxisomas tendrí an una f unción importante.  

Actualmente se sabe de la presencia de distintos sistemas antioxidantes dentro del 
peroxisoma. E ntre ellos destaca la activ idad superóxido dismutasa con distintas f ormas 
isoenz imá ticas (del R í o et al., 1 9 8 3 ; 1 9 9 8 a; S andalio &  del R í o, 1 9 8 7 ; C orpas et al., 1 9 9 8 b) . 
E n la mayorí a de los casos las isoenz imas que aparecen dentro del peroxisoma son la M n-
S OD  y/ o la C uZ n-S OD  (S andalio &  del R í o, 1 9 8 8 ; C orpas et al., 1 9 9 8 b), aunque también se 
h a descrito una F e-S OD  en pétalos de clav el (D roillard &  P aulin, 1 9 9 0 ). T ambién existen 
estudios que demuestran la existencia de los componentes del ciclo ascorbato-glutation 
dentro del peroxisoma (B unk elmann &  T release, 1 9 9 6; J iménez  et al., 1 9 9 7 ). D e h ech o, h ay 
estudios que demuestran la localiz ación de la D H AR  y la G R  en la f racción soluble del 
peroxisoma, mientras que la M D H AR  y la AP X  se encuentran unidas a la membrana 
(B unk elmann &  T release, 1 9 9 6; L ópez -H uertas et al., 1 9 9 9 ; J iménez  et al., 1 9 9 7 ; L eterrier et 
al., 2 0 0 5 ; L isenbee et al., 2 0 0 5 ). S e h a descrito también la presencia en peroxisomas de tres 
N AD P -desh idrogenasas, la glucosa-6-f osf ato desh idrogenasa, la 6-f osf ogluconato 
desh idrogenasa y la isocitrato desh idrogenasa, que proporcionarí an el N AD P H  necesario 
para el f uncionamiento del ciclo ascorbato-glutation (C orpas et al., 1 9 9 8 a; 1 9 9 9 b) y otras 
f unciones del orgá nulo (del R í o et al., 2 0 0 6). 

L a aparición de cierta h omologí a entre un péptido de membrana del peroxisoma 
(P M P ) de 2 0  k D a  de Candida boidini con una tiorredoxina dependiente de peroxidasa de E .  
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col i (V erdoucq et al., 1 9 9 9 ) nos sugiere la presencia de estas proteí nas dentro del 
peroxisoma. P or otro lado, se tienen ev idencias de la presencia de una peroxirredoxina en 
peroxisomas de h oj as de guisantes (C orpas et al., 2 0 0 3 ). P or tanto, se h a postulado que 
estas proteí nas interv endrí an como un sistema enz imá tico antioxidante j unto a la catalasa 
y al ciclo ascorbato-glutation manteniendo los niv eles de H 2O2 dentro del peroxisoma 
(V alderrama et al., 2 0 0 6).  

S e h a observ ado que la población de peroxisomas aumenta durante la senescencia 
y baj o distintas condiciones de estrés, como las producidas por xenobióticos, oz ono, 
metales pesados y H 2O2 (P alma et al., 1 9 9 1 ; del R í o et al., 1 9 9 8 a; 2 0 0 2 b; R omero-P uertas et 
al., 1 9 9 9 ; L ópez -H uertas et al., 2 0 0 0 ). E n estas situaciones, las R OS  producidas por los 
peroxisomas podrí an actuar como moléculas señ al activ ando distintas rutas de 
señ aliz ación, para contribuir a una mej or comunicación entre los distintos 
compartimentos celulares ante estas situaciones de estrés (C orpas et al., 2 0 0 1 ; del R í o et 
al., 2 0 0 2 b). 
 
1.5. E L  Á C I D O  2, 4-D I C L O R O F E N O X I A C É T I C O  ( 2, 4-D ) . H E R B I C I D A  Y  
A U X I N A  S I N T É T I C A . 
E l á cido 2 ,4 -diclorof enoxiacético h a sido y es ampliamente utiliz ado como h erbicida, 
aunque a baj as concentraciones se comporte como una f itoh ormona auxí nica (M cC arth y, 
2 0 0 4 ). L os h erbicidas son inh ibidores enz imá ticos que af ectan a reacciones metabólicas 
bá sicas en la v ida de la planta (B oger, 1 9 8 8 ). E l 2 ,4 -D  es un h erbicida biclorado de 
activ idad auxí nica clasif icado dentro de la serie f enoxiacética en el grupo de los á cidos 
f enoxialquilcarboxí licos (G rossman, 2 0 0 0 b) (T abla 1 .6.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1.6. Clasificación  d e  lo s h e r bicid as au x ín ico s. Propuesta por el “H erb i c i d e R esi stan c e A c ti on  C om m i ttee” ( H R A C ) .
EjemplosC la si f i c a c i ón  d e los h er b i c i d a s a u x ín i c os si n t ét i c os

BenazolinO t r os

Q u inc lor ac y  Q u inm er acÁc id os  
q u inolín-c ar b ox ílic os

P ic lor am ,  C lop y r alid ,  T r i c lop y r y  
F l u or ox y p y r

Ác id os  
p ir id ín- c ar b ox ílic os

D ic am b a,  C lor am b en y  T BAÁc id os  b enzoic os

M C P E S ,  S es one,  2 , 4 , 5 -T E S ,  2 , 4 -D E P ,  
2 , 4 -D E B y  E r b on

S er ie f enox iet ílic a
T C B ( no au t or izad o en E s p aña)S er ie f enox ib enzóic a
M C P B,  2 , 4 -D B y  2 , 4 , 5 -T BS er ie f enox ib u t ír i c a
M ec op r op ,  D ic lor p r op y  F enop r opS er ie f enox ip r op iónic a
2 , 4 -D ,  2 , 4 , 5 -T  y  M C P AS er ie f enox iac ét ic aÁc id os  f enox ialq u ilc ar b ox ílic os
EjemplosC la si f i c a c i ón  d e los h er b i c i d a s a u x ín i c os si n t ét i c os

BenazolinO t r os

Q u inc lor ac y  Q u inm er acÁc id os  
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F l u or ox y p y r

Ác id os  
p ir id ín- c ar b ox ílic os

D ic am b a,  C lor am b en y  T BAÁc id os  b enzoic os

M C P E S ,  S es one,  2 , 4 , 5 -T E S ,  2 , 4 -D E P ,  
2 , 4 -D E B y  E r b on

S er ie f enox iet ílic a
T C B ( no au t or izad o en E s p aña)S er ie f enox ib enzóic a
M C P B,  2 , 4 -D B y  2 , 4 , 5 -T BS er ie f enox ib u t ír i c a
M ec op r op ,  D ic lor p r op y  F enop r opS er ie f enox ip r op iónic a
2 , 4 -D ,  2 , 4 , 5 -T  y  M C P AS er ie f enox iac ét ic aÁc id os  f enox ialq u ilc ar b ox ílic os
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D esde que en 1 9 3 5  Z immerman y W ilcoxon descubrieran la f uerte activ idad 
auxí nica de los f enoxiá cidos clorados, estos h an sido ampliamente usados en agricultura. 
L as auxinas h an sido usadas para prev enir la caí da prematura de los f rutos, para inducir 
el enraiz amiento de los cortes y la partenocarpia, para asegurar la f ructif icación, para 
mantener el pimpollo o las yemas en dormancia y para mej orar el bienestar general de la 
planta (K imball, 2 0 0 2 ). E n inv estigación cientí f ica las auxinas se emplean en medios de 
cultiv o in v it r o para inducir la embriogénesis somá tica y para estimular la prolif eración 
celular en callos (L loyd et al., 1 9 8 0 ; S ch iav one &  C ook e, 1 9 8 7 ; K uij pers et al., 1 9 9 6; 
B ronsema et al., 1 9 9 8 ; Y ang &  D av ies, 1 9 9 9 ; K itamiya et al., 2 0 0 0 ). 

E l 2 ,4 -D  j unto a otros f enoxiá cidos clorosustituí dos como el M C P A y el 2 ,4 ,5 -T  
f ueron introducidos en el mundo agrí cola como h erbicidas selectiv os por su gran 
activ idad f rente a div ersas h ierbas de h oj a anch a y su inocuidad f rente a gramí neas 
(L otlik ar et al., 1 9 68 ; L oos, 1 9 7 5 ; D í az , 1 9 7 9 ; S en et al., 1 9 8 3 ; G olebsk i et al., 1 9 8 8 ; 
G ollapudi et al., 1 9 9 9 ; C h arles et al. 2 0 0 0 ; F orgacs et al., 2 0 0 0 ). Ademá s, f ue ampliamente 
utiliz ado como Agente N aranj a durante la guerra de V ietnam con f ines militares, para la 
desf oliación de bosques. E n 1 9 69 , el gobierno de los E E .U U . dictaminó limitar el uso del 
2 ,4 ,5 -T  en cultiv os alimenticios debido a sus ef ectos teratogénicos observ ados en ratas y 
ratones de laboratorio (C h erry, 1 9 7 0 ; J ack son, 1 9 7 2 ; L oos, 1 9 7 5 ; R euber, 1 9 8 3 ; S en et al., 
1 9 8 3 ). P or su solubilidad en agua, se especula que el 2 ,4 -D  es un contaminante 
medioambiental con capacidad para inf iltrarse en acuí f eros, y por tanto, no sorprende que 
se h ayan h allado residuos de 2 ,4 -D  entre otros h erbicidas en muestras de aguas 
subterrá neas de toda E uropa y E E .U U . (F ielding et la., 1 9 9 2 ; K h iz bullin et al., 1 9 9 7 ; Z ipper 
et al., 1 9 9 9 ; S mej k al et al., 2 0 0 1 ).  

A pesar de los mecanismos naturales existentes para su inactiv ación, como 
f otodegradación (H ay &  T iman, 1 9 5 6a; S undstrom et al., 1 9 7 9 ; M uller et al., 1 9 9 9 ), 
degradación por bacterias aerobias (L yon et al., 1 9 8 9 ; B h at et al., 1 9 9 3 ; H ogan et al., 1 9 9 7 ; 
T rav k in et al., 1 9 9 7 ; T op et al., 1 9 9 8 ; C osper et al., 1 9 9 9 ; P oh  et al., 2 0 0 1 ; S mej k al et al., 
2 0 0 1 ) y por h ongos del suelo (V roumsia et al., 1 9 9 9 ), los f enoxih erbicidas pueden persistir 
en las plantas por perí odos de tiempo bastante largos, caracterí stica esencial para su 
mecanismo de acción (M cC rack en et al., 1 9 8 1 ). E n general, el 2 ,4 -D  es el h erbicida má s 
ampliamente usado en la actualidad, desde que el 2 ,4 ,5 -T  f uera proh ibido en much os 
paí ses por su alta toxicidad (T rav k in et al., 1 9 9 7 ; D eF elice, 1 9 9 9 ; C h o et al., 2 0 0 0 ). S e utiliz a 
principalmente en campos de golf , praderas, j ardines, cultiv os de cereales y pastos y como 
desf oliante en bosques y operaciones militares. S us intermediarios de biodegradación (el 
2 ,4 -diclorof enol y el 2 ,4 ,5 -triclorof enol) son aú n usados como biocidas y constituyen un 
grupo importante de contaminantes medioambientales (T rav k in et al., 1 9 9 7 ). 

P or otro lado, el 2 ,4 -D  h a sido utiliz ado como se dij o antes en sistemas de 
experimentación in v it r o por su papel como auxina sintética. L as auxinas y citoquininas 
son añ adidas a cultiv os de células v egetales, tanto en suspensión, como de callos o de 
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órganos, ya que interv ienen en el control del crecimiento y multiplicación celular 
(B ronsema et al., 1 9 9 8 ; G yorgyey et al., 1 9 9 7 ; M artí n et al., 1 9 9 9 ; Y ang &  D av ies, 1 9 9 9 ; 
M arapara et al., 1 9 9 9 ). L as auxinas j uegan un papel clav e en el control de la div isión y 
elongación de las células v egetales mediante la alteración del patrón de expresión génica 
(I sh ida et al., 1 9 9 6). E l 2 ,4 -D  es comú nmente utiliz ado en sistemas celulares como sustituto 
del á cido indolacético (AI A) a concentraciones de h asta 2 2 ,6 µ M  para estimular la mitosis 
y mantener el crecimiento de las células v egetales no dif erenciadas (B ayliss, 1 9 7 7 ; S en et 
al., 1 9 8 3 ; Y ang &  D av ies, 1 9 9 9 ). L a adición de 2 ,4 -D  a células B Y 2  de tabaco cultiv adas en 
un medio priv ado de auxina durante 3  dí as, induce la div isión celular, mientras que si no 
se adiciona 2 ,4 -D  no ocurre tal estimulación (I sh ida et al., 1 9 9 6). S e h a v isto que el 2 ,4 -D  
produce un incremento de mR N A especí f ico (G ee et al., 1 9 9 1 ; M ennes et al., 1 9 9 2 ; 
T ak ah ash i &  N agata, 1 9 9 2 ; Ananv oranich  et al., 1 9 9 4 ; Ok amoto et al., 1 9 9 5 ; W u et al., 
1 9 9 6) así  como la activ idad R N A-polimerasa ligada a cromatina (L oos, 1 9 7 5 ; G uilf oyle et 
al., 1 9 7 5 ; F edtk e, 1 9 8 2 ; S en et al., 1 9 8 3 ). T ambién se h a observ ado que el 2 ,4 -D  prov oca la 
estimulación de ciertas activ idades M AP -quinasas (D ominov  et al., 1 9 9 2 ). L as auxinas 
(2 ,4 -D , N AA e AI A) inh iben el acú mulo de alcaloides durante la f ase de crecimiento (Arv y 
et al., 1 9 9 4 ) y podrí an tener un papel en la absorción y translocación de ciertos alcaloides 
h asta las v acuolas dentro de las células v egetales (T aguch i et al., 2 0 0 0 ). P or ú ltimo, se h a 
observ ado que el 2 ,4 -D  incrementa la ef iciencia de los procesos relacionados con la 
desaturación en los compartimentos extra-plastidiales (E ngel et al., 1 9 9 5 ). L as auxinas 
af ectan a la activ idad lipoxigenasa (L OX ) de los embriones somá ticos. E n la T abla 1 .7  se 
muestran, a modo de resumen, algunos de los estudios en los que se h a empleado el 2 ,4 -D  
en cultiv os in v it r o.  

 
1.5.1. M e c a n i s m o  d e  a c c i ó n  d e l  2, 4-D  y  o t r o s  h e r b i c i d a s  a u x í n i c o s   
 L os h erbicidas auxí nicos mimetiz an los ef ectos bif á sicos del AI A sobre los tej idos 
v egetales, de f orma que cuando está n presentes a baj a concentración, también activ an el 
crecimiento por div isión y elongación celular (L oos, 1 9 7 5 ; F edtk e, 1 9 8 2 ; K h alatk ar &  
B h argav a, 1 9 8 2 ; G rossmann, 2 0 0 0 a). N o obstante, existe una importante dif erencia entre el 
á cido indolacético endógeno, que controla el crecimiento de las plantas, y los 
f enoxih erbicidas, pues mientras que las concentraciones del primero está n 
cuidadosamente controladas y reguladas por reacciones biosintéticas y catabólicas de la 
planta en los distintos tej idos, las concentraciones de los ú ltimos no lo está n (L oos, 1 9 7 5 ; 
F edtk e, 1 9 8 2 ; M arrs, 1 9 9 6; C andelas et al., 1 9 9 6). 

L os sí ntomas má s comunes que aparecen a las 2 4  h oras de la aplicación de estos 
h erbicidas a alta concentración, son curv atura del tallo, epinastia f oliar (curv atura h acia 
abaj o de las h oj as), inh ibición del crecimiento de h oj as, raí ces y tallos, f ormación de 
agallas (sobre todo en tallos), e inducción de la f ormación de raí ces secundarias (C á rdenas 
et al., 1 9 68 ; D eF elice, 1 9 9 9 ; G rossmann et al., 2 0 0 1 ). E l f loema se considera la ruta primaria  
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de transporte de estos compuestos, lo que explica su activ idad má s limitada al aplicarse 
por v í a radical (H ay &  T iman, 1 9 5 6b; R oh rbaugh  &  R ice, 1 9 5 6; B arrier &  L oomis, 1 9 5 7 ; 
P allas, 1 9 60 ; C lor et al., 1 9 62 ; 1 9 63 ), ya que en ese caso el transporte es ef ectuado a trav és 
del xilema. E stos h erbicidas se acumulan en regiones de alta activ idad metabólica, tales 
como los meristemos. Así , la edad de la planta y la tasa de crecimiento v egetal se 
correlacionan con la susceptibilidad a los h erbicidas reguladores del crecimiento (W eav er 
&  D erose, 1 9 4 6; D eF elice, 1 9 9 9 ; R omero-P uertas et al., 2 0 0 4 ). 

L a selectiv idad de los f enoxih erbicidas h acia las cotiledóneas parece estar 
determinada sobre todo por caracterí sticas de la estructura de la planta y por la v elocidad 
de translocación del h erbicida (H ay &  T iman, 1 9 5 6b; L oos, 1 9 7 5 ; F edtk e, 1 9 8 2 ). E l h ech o 

Tabla 1.7. E m p le o  d e l  2 , 4 -D en sistemas de experimentación in v it r o (M c C a r t h y ,  2 0 0 4 )

Miyazawa e t  al . ,  1 9 9 9Nicotiana tab acu mR e p r e s ión  d e l  d e s ar r o l l o  d e  
am il o p l as t o s

S c h e r e r &  An d r é,  1 9 8 9
S c h e r e r &  Ar n o l d ,  1 9 9 7G l y cine m axE s t im u l ac ión  d e  l a ac t iv id ad  

f o s f o l ip as a A2

An an v o r an ic h e t  al . ,  1 9 9 4F l av e r ia b id e ntisI n d u c c ión  d e  l a f l av o n o l -3-
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F al u d i e t  al . ,  1 9 6 5
F e u n g e t  al . ,  1 9 7 4

S ol anu m tu b e r os u m
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de que, en las monocotiledóneas, el floema esté repartido en núcleos, cada uno rodeado 
de tej ido esclerénquima protector, y  que en éstos núcleos no ex ista un cá mb ium y  un 
periciclo sensib le a aux inas (F ites et al. , 1 9 6 9 ), así  como el h ech o de que la ab sorción y  
translocación de h erb icidas aplicados foliarmente es much o má s restring ida en las 
monocotiledóneas que en las dicotiledóneas (G allup &  G ustafson, 1 9 5 2 ;  F ang  &  B utts, 
1 9 5 4 ;  L oos, 1 9 7 5 ), parecen ser factores potenciales de resistencia.   

D esde un punto de v ista fisiológ ico, se h a aceptado que los fenox ih erb icidas 
causan la muerte de la planta en unas dos semanas por alteración del crecimiento y  del 
metab olismo, prov ocando anormalidades que resultan letales (P rimo Y úfera, 1 9 5 8 ;  
C á rdenas et al. , 1 9 6 8 ;  D eF elice, 1 9 9 9 ).  L a distorsión del crecimiento ocurre en toda la 
planta, aunque el 2 ,4 -D  h ay a tocado solo alg unas h oj as.  E n primer lug ar, se inh ib e el 
crecimiento de b rotes, las flores no se ab ren, y  los tallos y  las h oj as se curv an.  L as partes 
sub terrá neas tamb ién se alteran.  L as raí ces dej an de crecer, se deforman por proliferación 
de tej ido y  desarrollan raí ces laterales pequeñ as, h asta que se desinteg ran (W olf et al. , 
1 9 5 0 ;  P rimo Y úfera, 1 9 5 8 ;  F edtk e, 1 9 8 2 ;  D eF elice, 1 9 9 9 ;  G rossmann, 2 0 0 0 a;  2 0 0 1 ).  T odo ello 
v a asociado a camb ios b ioquí micos como son el alto consumo de carb oh idratos 
(R asmussen, 1 9 4 7 ;  M itch ell &  B row n, 1 9 4 7 ) y  el aumento de la respiración (H umph rey s &  
D ug g er, 1 9 5 7 ).  Alg unas plantas, que ex teriormente parecen destruidas, reaparecen a v eces 
en la estación sig uiente, b rotando de alg ún resto v iv o sub terrá neo (P rimo Y úfera, 1 9 5 8 ).   

D eb ido a sus efectos sob re procesos fundamentales, como la b iosí ntesis de á cidos 
nucleicos y  proteí nas, la activ idad de much as enz imas y  la div isión celular, los h erb icidas 
aux í nicos afectan a much os procesos en plantas, por lo que se concluy ó que su modo 
g eneral de acción es mimetiz ar a la aux ina y  alterar los procesos de crecimiento 
controlados por ella (L oos, 1 9 7 5 ).  S in emb arg o, el mecanismo de acción que sub y ace al 
mimetismo de los h erb icidas aux í nicos es aún desconocido, a pesar de que ex ista 
información sob re su interferencia en el metab olismo de los á cidos nucleicos y  su 
capacidad para romper o alterar los sistemas de transporte de la planta por proliferación 
celular masiv a (D eF elice, 1 9 9 9 ).  D esde una perspectiv a molecular, se sab e que la 
percepción y  la señ aliz ación de las aux inas naturales y  sintéticas inducen una serie de 
ev entos, tales como la sob reex presión de g enes de respuesta a aux inas, conducentes a 
ab erraciones en la b iosí ntesis de R N A (F ranco et al. , 1 9 9 0 ;  G ee et al. , 1 9 9 1 ;  C ob b , 2 0 0 6 ), 
fluctuaciones rá pidas en la concentración de C a+2 citosólico (G eh ring  et al. , 1 9 9 0 ), de 
inositol b i- y  trifosfato, de á cidos g rasos y  de lisofosfolí pidos (M orre et al. , 1 9 8 4 ;  E ttling er 
&  L eh le, 1 9 8 8 ;  S ch erer &  Andre, 1 9 8 9 ;  S ch erer &  Arnold, 1 9 9 7 ), e incrementos en la 
activ idad AT P asa de memb rana (B arrierb ry g oo et al. , 1 9 8 9 ;  B arr et al. , 1 9 9 3) causantes de 
un deterioro en el g radiente protónico y  de un aumento en la plasticidad de la pared 
celular (B asra &  B asra, 1 9 9 7 ;  G rossmann, 2 0 0 0 a).   
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E n la F ig ura 1 . 1 3 se muestra un modelo del mecanismo de acción de los h erb icidas 
aux í nicos propuesto por G rossmann et al.  (2 0 0 1 ).  C omo se indica en este esquema, una 
menor asimilación del C O 2 fotosintético, deb ido al cierre estomá tico propiciado por AB A, 
conduce a una sob reproducción de R O S , que pueden estar inv olucrados en la inducción 
del dañ o tisular y  la muerte celular (G rossmann et al. , 2 0 0 1 ).  Así , j unto al etileno y  al AB A, 
las R O S  parecen contrib uir al modo de acción de los h erb icidas aux í nicos en 
dicotiledóneas sensib les.  S in emb arg o, a pesar de que la inducción de la AC S  parece ser el 
primer paso en la acción h erb icida aux í nica (G rossmann, 2 0 0 0 a;  H ansen &  G rossmann, 
2 0 0 0 ;  G rossmann et al. , 2 0 0 1 ), y  a pesar de que h ay an sido descritas una v ariedad de 
proteí nas como candidatas a ser receptores aux í nicos, tales como G S T s (B ilang  et al. , 
1 9 9 3), formaldeh í do desh idrog enasas dependientes de G S H  (S ug ay a &  S ak ai, 1 9 9 6 a), 
indol-3-acetaldeh í do reductasas (S ug ay a &  S ak ai, 1 9 9 6 b ), disulfuro isomerasas (S ug ay a et 
al. , 2 0 0 0 ) y  proteí nas ub icadas en la memb rana plasmá tica (AB P 1 ), la pared celular 
(B arrierb ry g oo et al. , 1 9 8 9 ;  J ones &  H erman, 1 9 9 3;  K imb all, 2 0 0 2 ), el núcleo (P rasad &  
J ones, 1 9 9 1 ), el retí culo endoplá smico, y  el tonoplasto (L amb , 1 9 7 8 ), aún no se h a 
identificado inequí v ocamente la proteí na diana de aux inas que actúa como el receptor 
especí fico primario para la percepción aux í nica (S terling  &  H all, 1 9 9 7 ;  L usch ning  &  F ink , 
1 9 9 9 ), ni se h a dilucidado en todos los detalles la ruta de transducción de señ ales aux í nica 
(G rossmann, 2 0 0 0 a;  G rossmann et al. , 2 0 0 1 ).   
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Figura 1.13. Modelo propuesto por G rossm an n et al. ( 2 0 0 1)  para ex plic ar el m odo de ac c ión  de los h erb ic idas 
aux ín ic os en  la in duc c ión   del daño tisular y  la sen esc en c ia en  Galium ap ar in e . ABA: ác i d o  a b s c ís i c o ;  AC C : 1-
a m i n o c i c l o p r o p a n o 1-c a r b o x íl i c o ;  AI A: ác i d o  i n d o l a c ét i c o ;  R O S : E s p e c i e s  d e  o x íg e n o  r e a c t i v o ;  S AM : S -
a d e n o s i l m e t i o n i n a .
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R ecientemente, R omero-P uertas et al.  (2 0 0 4 ) h an propuesto un modelo 
complementario al del g rupo de G rossmann y  que ex plicarí a los fundamentos 
moleculares que propiciaron la sob reex presión de R O S  por acción del 2 ,4 -D  y  otros 
h erb icidas aux í nicos (F ig .  1 . 1 4 ).  E l ex ceso de radical superóx ido y  peróx ido de h idróg eno 
g enerados por las activ idades x antina ox idasa (X O D ) y  superóx ido dismutasa (S O D ), 
respectiv amente, pueden prov ocar una sob reproducción de radicales h idrox ilo  por la 
reacción de tipo H ab er-W eiss en presencia de ciertos metales (C u2+, F e 3 +, etc. ).  E n estas 
condiciones, se produce epinastia, g rav itropismo y  estrés ox idativ o caracteriz ado por la 
inh ib ición del crecimiento y  la fotosí ntesis, la perox idación lipí dica, la ox idación de 
proteí nas, la proteolisis y  la muerte celular.  E l ciclo ascorb ato-g lutation, cuy os niv eles 
enz imá ticos aumentan tras el tratamiento con 2 ,4 -D , participa en la eliminación del 
peróx ido de h idróg eno y  en proporcionar g lutation reducido (G S H ) para la activ idad 
g lutation S -transferasa (G S T ), la cual  forma complej os de G S H -2 ,4 -D .  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.14. Modelo propuesto por Romero-P uerta s et a l. ( 2 0 0 4)  pa ra  la  a c c ión  del 2 , 4-D  sob re el meta b olismo 
ox ida tiv o de h oj a s de guisa n te. XOD, xantina o xid as a;  SOD, s u p e r óxid o d is m u tas a;  G ST , g l u tatio n S-tr ans f e r as a;  
G SH , g l u tatio n r e d u c id o
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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 más interés 

despiertan hoy en día de los productos naturales es su contenido en antioxidantes. El 

pimiento (Capsicum annuum L.) es un producto hortícola consumido por la mayor parte de 

la población mundial, si bien este elevado consumo no se corresponde con una 

disponibilidad de datos moleculares y celulares sobre la capacidad antioxidante de esta 

especie hortícola. Es, por tanto, fundamental conocer las características nutricionales y 

beneficiosas que esta materia prima puede aportar a la dieta humana dado que ello tendrá 

una repercusión directa en nuestra salud.  

Con este propósito, nuestro grupo de trabajo de la Estación Experimental del Zaidín 

(CSIC) de Granada inició una línea de investigación dirigida al estudio integral de los 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos del pimiento, con el fin de definir criterios de 

diagnóstico de la capacidad antioxidante de distintas variedades, así como analizar su 

implicación en la maduración de los frutos y en la respuesta frente al estrés abiótico. 

Nuestro grupo de investigación comprobó que el pimiento mostraba una respuesta 

diferencial frente a estrés abiótico generado por altas concentraciones del cadmio 

dependiendo de la variedad. Sin embargo, en dichos estudios no se pudo determinar si 

dicho comportamiento dependía del agente generador del estrés o de la variedad. Por tanto, 

quedaba por dilucidar si una misma variedad es capaz de mostrar una mayor resistencia al 

estrés abiótico que otras, independientemente del tipo de estrés aplicado. 

Es un hecho conocido que la calidad y la producción de los frutos de pimiento 

depende de las condiciones ambientales que imperan durante la polinización. Las 

temperaturas extremas (frío y calor) y la alta radiación influyen de manera fundamental en 

el éxito de la polinización pudiendo ocasionar alteraciones en la maduración del fruto, lo 

que va acompañado de una disminución en la calidad del mismo y una reducción 

importante de la cosecha. Si bien, este concepto es una verdad incuestionable entre los 

mejoradores y los cultivadores de pimiento, aún no se conocen los fundamentos 

moleculares de este vínculo 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 

que el ascorbato se encontraba presente en una elevada concentración en los frutos de 

pimiento. De hecho, los valores obtenidos permitían afirmar que unas cantidades normales 

de pimiento en nuestra dieta serían suficientes para satisfacer las necesidades diarias de 

vitamina C. Se han postulado diferentes rutas de síntesis del ascorbato en plantas 

superiores. En fresa, otro de los productos hortofrutícolas de interés para la nutrición 

humana por su alto contenido en vitamina C, se ha propuesto la actuación de forma 

simultánea de varias vías de síntesis de ascorbato. Hasta el momento no se dispone de 

información tanto a nivel génico como enzimático sobre la síntesis de ascorbato en frutos 

de pimiento. Si consideramos, como ya se ha apuntado, la contribución de esta hortaliza al 

aporte total de vitamina C en la dieta, sería fundamental realizar el estudio de dicha ruta en 

los frutos de pimiento. 

En base a todo lo dicho anteriormente, nos planteamos los siguientes objetivos para 

esta Tesis Doctoral: 

1.- Estudiar el 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 abiótico. 

2.- Analizar los niveles de antioxidantes enzimáticos en distintas variedades de 

pimiento y la evolución de los mismos durante la maduración y en distintas condiciones 

ambientales de luz, radiación y temperatura. 

3.- Investigar la síntesis de ascorbato y la implicación del mismo en la maduración 

de los frutos de pimiento. 

Además, estos objetivos permitirán abordar dos aspectos de sumo interés en nuestro 

entorno: por un lado, contribuir a la selección e identificación de marcadores moleculares 

de interés nutricional de variedades de pimiento, lo que incidirá en una mejora de la 

calidad de esta fuente de alimentación; y por otro, sentar las bases moleculares para diseñar 

futuras estrategias que permitan seleccionar variedades más resistentes a los estreses más 

frecuentes en el sudeste español, lo que repercutiría en una mayor rentabilidad del sector 

agroalimentario de dicha zona. Los objetivos que se plantean, aun diseñados para 

responder a problemas reales de nuestra sociedad y de nuestro entorno agrícola, se 

acometerán desde un punto de vista estrictamente científico. 
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3.1. M A T E R I A L V E GE T A L Y  C ON D I C I ON E S  D E  C U LT I V O 

Se han utilizado hojas y frutos de plantas de pimiento ( Capsicum annuum L.) obtenidas a 
partir de semillas de la empresa Syng enta Seeds S.A . (El Ejido, A lmerí a). 

Las semillas de pimiento fueron desinfec tadas por inmersión en etanol al 9 6%  
(v / v ) durante tres minutos, sec á ndolas posteriormente al aire sobre papel de filtro (R abie 
et al., 19 8 0 ). Estas semillas se g erminaron en v ermic ulita humedec ida c on C aSO4 0 ,5mM, 
en c á mara de c ultiv o a 2 5º C  durante 3 0  dí as. Posteriormente, se trasladaron al 
inv ernadero, donde se c ultiv aron durante 3  meses en el mismo sustrato, en c ondic iones 
óptimas para dic ha espec ie v eg etal. U na v ez obtenido el estadio de c rec imiento adec uado, 
las plá ntulas se ex trajeron c uidadosamente del soporte de v ermic ulita para no dañ ar el 
sistema radic ular y se trasplantaron a botes de PV C  (2 ,5 litros de c apac idad;  4  plá ntulas 
por bote) q ue se distribuyeron seg ú n un diseñ o de bloq ues de parc elas al azar hasta la 
finalizac ión del ensayo. Se utilizó un sistema de c ultiv o en medios lí q uidos (Hew itt, 19 66) 
c on aireac ión c ontrolada de la soluc ión nutritiv a en c ada unidad de c ultiv o. 

Las c ondic iones de c ultiv o de las plantas (dí a /  noc he) fueron las sig uientes:  
temperatura, 2 6 ± 2 º C  /  18  ± 1º C ;  humedad relativ a, 7 0  ± 5%  /  8 0  ± 5% , y un fotoperiodo 
de 14  h c on un PA R  (radiac ión fotosinté tic amente ac tiv a) mí nimo de 4 2 0  µE m-2 s-1. 

Las soluc iones nutritiv as se prepararon c on ag ua desionizada (resistiv idad ≥ 4  
MΩ) y reac tiv os espec í fic os de pureza analí tic a, reponié ndose c ada 2 4  horas el v olumen 
perdido por transpirac ión c on ag ua desionizada. 

La c omposic ión de la soluc ión nutritiv a se basó en la de Hew itt (19 66) modific ada 
c on un pH inic ial de 5,5 ± 0 ,1 y una c onc entrac ión iónic a de 3 0  mg  ión l-1, sig uiendo la 
té c nic a propuesta por Steiner (19 61). Las c onc entrac iones de mac ronutrientes, ex presados 
en mM, fueron:  NO3-, 12 ;  H2PO4-, 4 ,0 ;  SO4

=, 1,5;  K +, 5,0 ;  C a2+, 4 ,5;  Mg 2+, 1,5;  y los sig uientes 
mic ronutrientes, ex presados en µM:  Fe, 9 1,3 ;  B , 4 6;  C u, 1,1;  Z n, 2 ,3 ;  Mn, 9 ,3  (del R í o et al., 
19 8 5). D urante 3  meses las plantas c rec ieron en estas c ondic iones nutritiv as c ompletas. A  
lo larg o del ensayo, la renov ac ión total de las soluc iones nutritiv as se realizó 
semanalmente. 

Para el estudio de los antiox idantes enzimá tic os de fruto de pimiento  en distintos 
estados de madurac ión y sometidos a v ariac iones ambientales se utilizaron frutos 
proc edentes de los inv ernaderos ex perimentales q ue Syng enta Seeds tiene en El Ejido 
(A lmerí a). Las plantas se c ultiv aron en un sustrato c omerc ial (lana de roc a), enriq uec ido 
en los nutrientes nec esarios. 
 
3.2. V A R I E D A D E S  D E  P I M I E N T O 

Para el aná lisis de los sistemas antiox idantes de hojas de planta de pimiento frente a una 
situac ión de estré s abiótic o prov oc ada por el á c ido 2 ,4 -dic lorofenox iac é tic o (2 ,4 -D ) se 
utilizaron 2  v ariedades de pimiento, una de tipo dulc e italiano (A bdera) y otra de tipo 
lamuyo (Herminio). 
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En el estudio de los antiox idantes de frutos de pimiento de distintas é poc as del 
añ o y distinto estado de madurac ión se han utilizado las v ariedades V erg asa, B iela, 
Lodosa y B ierzo, siendo V erg asa, B iela y Lodosa frutos de tipo c alifornia y B ierzo de tipo 
lamuyo (v er Fig . 4 .10 ;  pá g . 9 3 ). 

En el estudio de los antiox idantes de fruto de pimiento sometidos a v ariac iones 
ambientales se utilizaron las v ariedades V erg asa, B iela, G alileo y D ulc e I taliano (v er Fig . 
4 .3 3 ;  pá g . 113 ). V erg asa y B iela son frutos de tipo c alifornia, G alileo pertenec e al g rupo de 
los lamuyos y D ulc e I taliano al g rupo del mismo nombre. 

En la c arac terizac ión, purific ac ión y medida de antiox idantes de los perox isomas 
de frutos de pimiento se emplearon frutos v erdes y rojos de tipo lamuyo. 
 
3.3. A P LI C A C I Ó N  D E L Á C I D O 2, 4-D I C LOR OF E N OX I A C É T I C O (2, 4-D ) 
Tras el c rec imiento de las plantas en la soluc ión nutritiv a c ompleta, se proc edió a la 
aplic ac ión foliar del herbic ida 2 ,4 -D  mediante un mic roatomizador de v idrio de c ontrol 
manual. D ebido a su baja solubilidad en ag ua, el 2 ,4 -D  (forma á c ida) se disolv ió primero 
en etanol (50 % ;  v / v ) y, a c ontinuac ión, se disolv ió en ag ua c on un 1%  (v / v ) de mojante-
adherente (B ayer). Las c onc entrac iones de 2 ,4 -D  administradas fueron las sig uientes:  0  
mM (c ontrol) y 2 2 ,62  mM (0 ,5 K g  · ha-1). Se dispusieron 4  rec ipientes de 2 ,5 l para las 
plantas tratadas c on 2 ,4 -D  q ue q uedaron c onv enientemente apantallados del resto en el 
momento de la pulv erizac ión, c onsistiendo é sta en destinar a c ada rec ipiente de c ultiv o 10  
c m3 de soluc ión hidroetanólic a de 2 ,4 -D . La aplic ac ión se efec tuó en tres pulsos 
temporales (3 ,3 3  ml por pulso) para fav orec er la adsorc ión del produc to en las c utí c ulas y 
ev itar el pelig ro de esc urrido o lix iv iac ión, habié ndose prev iamente eliminado la 
v entilac ión en el rec into de c ultiv o. 

El tratamiento foliar c on 2 ,4 -D  fue de 2 4  h, 7  dí as y 14  dí as, transc urrido el c ual se 
c osec haron todas las hojas de las plantas de pimiento para proc eder a su estudio. 

 
3.4.  P R E P A R A C I Ó N  D E  E X T R A C T OS  C R U D OS  P A R A  E N S A Y OS  
B I OQ U Í M I C OS  
3.4.1. H o m o g e n ado s  de  h o j a 
C onc luido el periodo de c rec imiento en los tratamientos aplic ados, se proc edió a la 
rec og ida del material separando la hoja del resto de la planta. Las hojas fueron lav adas 
por inmersiones suc esiv as en ag ua desionizada y posteriormente fueron sec adas c on 
papel sec ante. Las hojas rec olec tadas fueron pesadas y destinadas a realizar estudios 
bioq uí mic os seg ú n se desc ribe má s adelante. 
 Las hojas fueron homog enizadas c on mortero y pistilo hasta q ue la rotura del 
tejido presentaba un aspec to homog é neo. Las hojas se mezc laron c on tampón de 
homog eneizac ión a 4 º C  en una relac ión 1: 2  (p/ v ). La c omposic ión del tampón de 
homog eneizac ión fue la sig uiente:  tampón fosfato potá sic o 50  mM, pH 7 ,8 , g lic erol 10 %  
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(v / v ), ED TA  0 ,1 mM, Tritón X -10 0  0 ,1%  (v / v ), D TT 5 mM. Tras la homog eneizac ión, los 
ex trac tos se filtraron a trav é s de dos c apas de nylon y se c entrifug aron a 2 7 .0 0 0  g  durante 
2 0  min a 4 º C , en una c entrí fug a refrig erada Sorv all. C on el sobrenadante obtenido se 
realizaron los c orrespondientes ensayos. 

Para la determinac ión de g rupos c arbonilo, los homog enados de hojas se 
prepararon en tampón fosfato-Na 10  mM, pH 7 ,4 , ED TA  1 mM, Triton X -10 0  al 0 .2 %  (v / v ) 
y PMSF 1mM, c on una relac ión 1: 4  (p/ v ). Los homog enados se filtraron y c entrifug aron a 
2 7 .0 0 0  g  durante 2 0  min y los sobrenadantes se utilizaron para las c orrespondientes 
determinac iones.  
 
3.4.2. H o m o g e n ado s  de  fr u to  
En la preparac ión de homog enados de fruto de pimiento, se empleó una relac ión 1: 2  
(p/ v ). Se tomaron dos tiras long itudinales de los frutos para la homog eneizac ión (Fig . 
3 .1.) q ue se div idieron manualmente en trozos de 1 c m2 de sec c ión aprox imadamente y se 
homog eneizaron c on mortero y pistilo en presenc ia del tampón de homog eneizac ión q ue  
c ontení a tampón Tris-HC l 50  mM, pH 7 ,5, ED TA  0 ,1 mM, Tritón X -10 0  0 ,1%  (v / v ), 
g lic erol 10 %  (v / v ), y D TT 2  mM. En la preparac ión de ex trac tos destinados a la medida de 
la ac tiv idad asc orbato perox idasa, se inc luyó asc orbato 2 0  mM en el tampón de 
homog eneizac ión. Tras la homog eneizac ión, los ex trac tos se filtraron a trav é s de dos 
c apas de nylon y se c entrifug aron a 2 7 .0 0 0  g durante 15 min a 4 º C , en una c entrí fug a 
refrig erada Sorv all. C on el sobrenadante obtenido se realizaron la mayorí a de los ensayos. 
Los sobrenadantes destinados a la medida de ac tiv idad g lutation reduc tasa, L-g alac tono-
γ-lac tona deshidrog enasa y g alac tosa deshidrog enasa se pasaron por una c olumna de 
Sephadex  G 2 5 (Pharmac ia NA P- 10  C olumn, de A mersham B iosc ienc e), para eliminar 
las molé c ulas de peq ueñ o tamañ o q ue pudieran interferir en la medida. 
 Para la medida de asc orbato y g lutation, los ex trac tos de fruto de pimiento se 
obtuv ieron pulv erizando 0 ,7 0 -0 ,7 5 g r de peric arpo de fruto c on mortero y pistilo en 
presenc ia de nitróg eno lí q uido. Posteriormente se añ adió 2 ,5 ml de á c ido metafosfóric o 
5%  (p/ v ). El homog enado se c entrifug ó a 19 .0 0 0  g  durante 3 0  minutos a 4 º C . El 
sobrenadante se usó para la determinac ión de asc orbato y g lutation.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extracción  
d e  m R N A

H o m o g e n ad o s

Extracción  
d e  m R N A

H o m o g e n ad o s

Fig. 3.1. Corte de los frutos en los distintos 
ensa y os. Se cortaron dos tiras longitudinales del 
f ruto de p im iento p ara los ensay os enz im áticos y  
una tira de m enor tam año p ara la ex tracción de 
m R N A .  
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3.5. A I S LA M I E N T O Y  P U R I F I C A C I Ó N  D E  P E R OX I S OM A S  D E  F R U T O D E  
P I M I E N T O 
Todas las operac iones fueron realizadas a 4 º C , al objeto de preserv ar en todo momento la 
integ ridad de los org á nulos. El mé todo utilizado es una modific ac ión del desc rito por 
López-Huertas et al. (19 9 5) para perox isomas de hojas de g uisante. El mé todo c onsiste en 
v arias c entrifug ac iones diferenc iales seg uidas de una c entrifug ac ión en g radiente de 
densidad de sac arosa (Fig . 4 .2 2 ;  pá g . 10 5). Los frutos se lav aron c on ag ua desionizada y se 
frag mentaron manualmente en trozos de 5-10  c m2 de sec c ión, e inmediatamente despué s 
se inc ubaron durante 3 0  min en bañ o de hielo. Posteriormente, se le añ adió el tampón de 
homog eneizac ión en una relac ión 1: 2  (p/ v ) y se homog eneizó en un aparato Sorv all de 
tipo Omni-Mix er aplic ando 3  g olpes a v eloc idad 3  y otros 3  g olpes a v eloc idad 6. La 
c omposic ión del tampón de homog eneizac ión fue la sig uiente:  Tric ina-K OH 17 0  mM, pH 
7 ,5, K C l 10  mM, Mg C l2 1 mM, ED TA  1 mM, sac arosa 1,2  M, A SB  0 ,3 %  (p/ v ) y D TT 5 mM. 
El homog enado se filtró a trav é s de dos c apas de entretela y se c entrifug ó a 2 .4 0 0  g 
durante 2 0  minutos para eliminar la mayor parte de los c loroplastos, nú c leos y residuos 
c elulares. El sobrenadante se c entrifug ó de nuev o a 12 .0 0 0  g durante 15 minutos y el 
prec ipitado obtenido se resuspendió en 3  ml de un medio similar al de ex trac c ión pero 
c on pH 7 ,0  y sin D TT. La suspensión de org á nulos se depositó c on ayuda de una jering a, 
en la parte superior de un g radiente disc ontinuo de sac arosa c ompuesto por:  3  ml del 
60 % , 6 ml del 57 % , 9  ml del 51% , 9  ml del 4 7 % ,  6 ml del 4 2 %  y 3  ml del 3 5%  de sac arosa 
(p/ v ). Las soluc iones de sac arosa se prepararon a partir de una soluc ión madre de 
sac arosa al 66%  (p/ v ) preparada en Na2-ED TA  1 mM, pH 7 ,5. Los g radientes de sac arosa 
se prepararon en tubos Q uic k  Seals (B ec k man) y se c entrifug aron a 8 0 .0 0 0  g  durante 1 
hora y 2 0  minutos en una ultrac entrí fug a B ec k man usando un rotor v ertic al V Ti50 . 
Finalizada la c entrifug ac ión, los perox isomas se situaban en la parte inferior del g radiente, 
en la interfase entre las c apas de 57  y 51%  (p/ v ) de sac arosa (López-Huertas et al., 19 9 5).  

Para la c arac terizac ión de los g radientes de sac arosa, é stos se eluyeron por 
desplazamiento asc endente c on un frac c ionador I sc o mod. 18 5, reg istrá ndose la 
transmitanc ia a 2 8 0  nm c on un detec tor I sc o mod. U A -5. Se rec og ieron frac c iones de 1,5 
ml. La identific ac ión de los org á nulos en los g radientes se realizó utilizando los 
marc adores enzimá tic os q ue se desc riben en el A partado 3 .6. de esta memoria. U na v ez 
c arac terizados los g radientes, la banda c orrespondiente a la frac c ión de perox isomas se 
ex trajo mediante perforac ión de los tubos c on una jering a. Las matric es perox isomales 
(frac c ión soluble), se separaron de la frac c ión de membranas mediante c hoq ue osmótic o, 
por diluc ión 1: 4  c on tampón fosfato-K  10 0  mM, pH 7 ,8 , Na2-ED TA  1 mM, c on ag itac ión a 
4 º C  durante 1 hora y posterior c entrifug ac ión a 12 0 .0 0 0  g durante 3 0  minutos en un rotor 
B ec k man 60 Ti. El eluí do se c onc entró por ultrafiltrac ión usando una membrana PM-10 © 
de A mic on. En los perox isomas aislados se analizaron los pará metros bioq uí mic os 
inmediatamente, o bien se c ong elaron a -2 0 º C  hasta su uso. 
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3.6. D E T E R M I N A C I Ó N  D E  A C T I V I D A D E S  E N Z I M Á T I C A S  
3.6.1. X an ti n a o x i das a (X OD ;  E C  1.1.3.22) 
La ac tiv idad X OD  se determinó mediante espec trofotometrí a, seg ú n desc ribe R ajag opalan 
(19 8 5), midiendo a 2 9 3  nm la aparic ión de á c ido ú ric o dependiente de O2, a 2 5 º C . La 
muestra se inc ubó prev iamente 3  minutos c on K C N 1 mM para inhibir la ac tiv idad 
uric asa. La reac c ión se llev ó a c abo en un tampón fosfato potá sic o 50  mM, pH 7 ,8  
c onteniendo x antina 50  µM y Tritón X -10 0  0 ,1%  (v / v ), siendo el v olumen final de reac c ión 
de 1 ml. La ac tiv idad se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión utilizando un 
c oefic iente de ex tinc ión molar para el á c ido ú ric o de 1,2 2  x  10 4 M-1 · c m-1 (Hong  &  
Sc hopfer, 19 8 1) y se ex presó en nmoles de á c ido ú ric o · min-1 · mg -1 proteí na.  
 
3.6.2. S u pe r ó x i do  di s m u tas a (S OD ;  E C  1.15.1.1.) 
3.6.2.1. A c t i v i d a d  t o t a l   
Se empleó bá sic amente el mé todo espec trofotomé tric o de Mc C ord y Fridov ic h (19 69 ), 
basado en la medida de la tasa de inhibic ión, por la SOD , de la reduc c ión del c itoc romo c 
por los radic ales libres O2·¯ g enerados por el sistema enzimá tic o x antina/ X OD . La 
reac c ión se desarrolló a 2 5º C  y la medida de la densidad óptic a se realizó a 550  nm en un 
espec trofotómetro B ec k man C oulter D U  64 0 . 

El ensayo se llev ó a c abo en un v olumen final de 1 ml de una mezc la de reac c ión 
q ue c ontení a c itoc romo c 1,3 5 x  10 -5 M, x antina 9 ,67  x  10 -5 M en tampón fosfato-K  50  mM, 
pH 7 ,8 , ED TA  0 ,1 mM, 4 -15 µl de X OD  (R oc he:  2 0  U / ml y dil 1: 50 ), y 2 5-10 0  µl de 
muestra. En primer lug ar, se c omprobó el estado de ox idac ión del c itoc romo c añ adiendo 
un ex c eso de ditionito sódic o a la mezc la de reac c ión sin X OD  y sin muestra, debiendo 
estar la lec tura a 550  nm c omprendida entre 0 ,2 2  y 0 ,2 4  unidades de absorbanc ia. D espué s 
se realizó una reac c ión c ontrol, adic ionando X OD  (R oc he:  2 0  U / ml y dil 1: 50 ) a la mezc la 
de reac c ión hasta obtener una tasa de reduc c ión del c itoc romo c entre 0 ,0 2 4  y 0 ,0 2 6 
unidades de absorbanc ia/ min. Finalmente, en la reac c ión problema se añ adió la muestra a 
la mezc la de reac c ión, así  c omo el v olumen de X OD  determinado en la reac c ión  c ontrol, 
midié ndose a 550  nm el c ambio de absorbanc ia durante 2  minutos. En la determinac ión de 
ac tiv idad SOD  en ex trac tos c rudos es c onv eniente inc luir C N¯ 10 -5 M a fin de ev itar 
posibles interferenc ias en la reduc c ión del c itoc romo c. 

U na unidad de ac tiv idad SOD  se define c omo la c antidad de enzima nec esaria 
para produc ir una inhibic ión del 50 %  en la v eloc idad inic ial de reduc c ión del c itoc romo c 
en la reac c ión c ontrol a 2 5º C . La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló seg ú n el tanto por c iento 
de inhibic ión:  

 
 
 
 



 50  

 
 

 
 
 
 
donde ν es el v olumen de muestra utilizado, en ml, y f es el fac tor de diluc ión de la 
muestra. 
 
3.6.2.2. A c t i v i d a d  i s o e n z i m á t i c a  
Las isoenzimas se separaron por EG PA  en c ondic iones nativ as o por elec troenfoq ue, 
seg ú n se indic a en los apartados 3 .8 .1. y 3 .8 .2 ., respec tiv amente. U na v ez finalizada la 
elec troforesis, se rev eló la ac tiv idad SOD  en g eles seg ú n  se desc ribe en B eauc hamp y 
Fridov ic h (19 7 1). Los g eles se inc ubaron durante 2 0  minutos en osc uridad c on una 
soluc ión de NB T 2 ,4 5 mM, preparada en tampón fosfato-K  50  mM, pH 7 ,8 . D espué s se 
inc ubaron c on una soluc ión de riboflav ina 2 8  µM y TEMED  2 8  mM en el mismo tampón 
durante 15 minutos, en osc uridad. Finalmente se ex pusieron los g eles a la luz en tampón 
fosfato-K  50  mM, pH 7 ,8  durante 10 -15 minutos hasta v isualizar las bandas ac romá tic as 
sobre el fondo azul del g el. 
 
3.6.3. C atal as a (C A T ;  E C  1.11.1.6) 
Se sig uió el mé todo espec trofotomé tric o desc rito por A ebi (19 8 4 ), basado en la medida de 
la disminuc ión de la absorbanc ia a 2 4 0  nm debida a la desc omposic ión del H2O2 por 
efec to de la c atalasa. En una c ubeta de c uarzo se añ adieron la muestra, c onv enientemente 
diluida, y la mezc la de reac c ión, proteg ida de la luz, y formada por tampón fosfato-K  50  
mM, pH 7 ,0  y H2O2  10 ,6 mM hasta c ompletar un v olumen final de 1 ml en la c ubeta. La 
reac c ión se reg istró durante 2  minutos a 2 5º C  en un espec trofotómetro B ec k man C oulter 
D U  64 0 , frente a un blanc o c ompuesto por ag ua destilada. La ac tiv idad enzimá tic a, 
ex presada en µmol de H2O2 · min-1 · ml-1 se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de la 
reac c ión y de un c oefic iente de ex tinc ión molar para el H2O2 de 3 9 ,58  M-1  ·c m-1 (del R í o et 
al., 19 7 7 ). 
 
3.6.4. A s c o r b ato  pe r o x i das a (A P X ;  E C  1.11.1.11) 
Para llev ar a c abo el aná lisis de esta ac tiv idad se utilizaron muestras (homog enados y 
org á nulos c elulares) preparadas en un medio de ex trac c ión c onteniendo asc orbato 2  mM, 
para prev enir la inac tiv ac ión de la A PX . La ac tiv idad se determinó seg ú n desc ribe 
J imé nez et al. (19 9 7 ) midiendo a 2 9 0  nm la ox idac ión del á c ido asc órbic o durante un 
minuto.  

% I =
A550 /  m i n (c o n t r o l ) - A550 /  m i n (p r o b l )

A550 /  m i n (c o n t r o l )
x  1 0 0
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 La mezc la de reac c ión c ontení a tampón Hepes-NaOH 50  mM, pH 7 ,6, asc orbato 
0 ,2  mM, H2O2  0 ,3  mM y la muestra c onv enientemente diluida (15 µl c omo má x imo). La 
reac c ión en 1 ml de v olumen final, se llev ó a c abo a 2 5 º C  y se inic ió c on la adic ión del 
H2O2. 

 La ac tiv idad enzimá tic a, ex presada en nmoles de á c ido asc órbic o ox idado · min-1 · 
mg -1 proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de un c oefic iente de 
ex tinc ión molar para el á c ido asc órbic o de 2 ,8  mM-1 · c m-1 (Hossain &  A sada, 19 8 4 a). Se 
utilizaron tres c ontroles, uno sin H2O2, otro sin asc orbato y otro sin muestra. C omo 
c ontrol neg ativ o de la reac c ión se utilizó un inhibidor de la A PX , el p-
c loromerc urifenilsulfónic o (pC MS). 

 
3.6.5. Gl u tati o n  r e du c tas a (GR ;  E C  1.6.4.2.) 
Se empleó el mé todo espec trofotomé tric o de Edw ards et al. (19 9 0 ), basado en la medida 
de la tasa de ox idac ión del NA D PH a 3 4 0  nm durante 3  minutos, la c ual es nec esaria para 
transformar el g lutation ox idado (G SSG ) en g lutation reduc ido (G SH). La reac c ión se llev ó 
a c abo a 2 5º C  en un v olumen final de 1 ml q ue c ontení a tampón Hepes-NaOH 0 ,1M, pH 
7 ,8 , ED TA  1 mM, Mg C l2 3  mM, G SSG  0 ,5 mM, NA D PH 0 ,2  mM y 10 0  µl de muestra. Se 
utilizaron tres c ontroles, uno sin muestra y sin G SSG , otro sin G SSG , y otro sin muestra 
(Tabla 3 .1.).  
 
 
 
 
 
 
 
 

La ac tiv idad enzimá tic a ex presada en nmoles de NA D PH ox idado · min-1 · mg -1 
proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de un c oefic iente de 
ex tinc ión molar para el NA D PH de 6,2 2  mM-1 · c m-1 (J imé nez et al., 19 9 7 ). 
 
3.6.6. Gu ay ac o l  pe r o x i das a 
Se sig uió el mé todo desc rito por Q uessada y Mac heix  (19 8 4 ), basado en la detec c ión a 4 7 0  
nm de g uayac ol ox idado produc ido por la ac c ión de las perox idasas. La mezc la de 
reac c ión, en un v olumen final de 1,1 ml, c ontení a tampón fosfato potá sic o 50  mM, pH 6,1, 
g uayac ol-H2 6,2 5 mM, H2O2 0 ,0 2 5 mM y la muestra c onv enientemente diluida. La 
reac c ión se inic ió por adic ión de H2O2 y la ac tiv idad se ex presó en nmoles de g uayac ol · 
min-1 · mg -1, c alc ulada aplic ando un c oefic iente de ex tinc ión molar (ε 47 0 ) para el g uayac ol 
ox idado de 2 6,6 mM-1 · c m-1.  

Tampón  +  G S S G                     8 0 0                        - 8 0 0
Tampón  - G S S G                      1 5 0                     8 0 0             -
N A D P H                                     5 0                      5 0               5 0
M u e s t r a                                     - 1 0 0              1 0 0

Tabla.3.1. Contenido de las cubetas, controles y problema, para la 
medida de la activ idad G lutation R eductasa.
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3.6.7. Gl u c o s a-6-fo s fato  de s h i dr o g e n as a (G6P D H ;  E C  1.1.1.49) 
Se determinó espec trofotomé tric amente, midiendo la reduc c ión del NA D P+ a 3 4 0  nm 
seg ú n C orpas et al. (19 9 8 a). La reac c ión se llev ó a c abo a 2 5º C  en un v olumen final de 1 ml 
q ue c ontení a tampón Hepes 50  mM, pH 7 ,6, c on Mg C l2 1 mM y NA D P+ 0 ,8  mM, 
inic iá ndose la reac c ión por adic ión de g luc osa-6-fosfato (G 6P) 5mM. 
 U na miliunidad de ac tiv idad se definí a c omo la c antidad de enzima nec esaria para 
reduc ir un nmol de NA D P+ · min-1 a 2 5º C . Esta ac tiv idad se c orrig ió c on la ac tiv idad 6-
fosfog luc onato deshidrog enasa. El c oefic iente de ex tinc ión molar para el NA D PH es de 
6,2 2  mM-1 · c m-1. 
 
3.6.8. 6-F o s fo g l u c o n ato  de s h i dr o g e n as a (6P GD H ;  E C  1.1.1.44) 
Para determinar esta ac tiv idad se utilizó un medio de reac c ión similar al usado para la 
ac tiv idad G 6PD H, sustituyendo el sustrato por el 6-fosfog luc onato (6PG ) 5mM (C orpas et 
al., 19 9 8 a). U na miliunidad de ac tiv idad se define c omo la c antidad de enzima nec esaria 
para reduc ir un nmol de NA D P+ · min-1 a 2 5º C . El c oefic iente de ex tinc ión molar para el 
NA D PH es de 6,2 2  mM-1 · c m-1. 

 
3.6.9.  I s o c i tr ato  de s h i dr o g e n as a de pe n di e n te  de  N A D P + (N A D P -I C D H ;  E C  
1.1.1.42) 
Se midió espec trofotomé tric amente el inc remento de absorbanc ia a 3 4 0  nm debido a la 
reduc c ión del NA D P+ seg ú n desc riben G oldberg  y Ellis (19 8 3 ). La reac c ión se llev ó a c abo 
a 2 5º C  en un medio (1 ml) q ue c ontení a tampón Hepes 50  mM, pH 7 ,6, Mg C l2 1 mM y 
NA D P+ 0 ,8  mM, inic iá ndose la reac c ión c on la adic ión de 2 R ,3 S-isoc itrato 2  mM.  

La ac tiv idad enzimá tic a ex presada en nmoles de NA D PH · min-1 · mg -1 proteí na, 
se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de un c oefic iente de ex tinc ión 
molar para el NA D PH de 6,2 2  mM-1 · c m-1 (V ig il, 19 8 3 ). 
 
3.6.10 .  E n z i m a m á l i c o  (E M ;  E C  1.1.1.40 ) 
Para determinar esta ac tiv idad se utilizó un medio de reac c ión similar al usado para la 
ac tiv idad G 6PD H, sustituyendo el sustrato por el á c ido L-má lic o 5 mM (C orpas et al., 
19 9 8 a), y se sig uió la tasa de reduc c ión del NA D P+ en presenc ia de malato. 

La ac tiv idad enzimá tic a ex presada en nmoles de NA D PH · min-1 · mg -1 proteí na, 
se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de un c oefic iente de ex tinc ión 
molar para el NA D PH de 6,2 2  mM-1 · c m-1 (V ig il, 19 8 3 ). 
 
3.6.11. L-Gal ac to n o -γ-l ac to n a de s h i dr o g e n as a (Gal LD H ;  E C . 1.3.2.3.) 
La G alLD H es la enzima q ue c ataliza la etapa final de sí ntesis de á c ido L-asc órbic o en 
plantas, c onc retamente llev a a c abo la ox idac ión de la L-g alac tono-γ-lac tona a á c ido 
asc órbic o. D ic ha ac tiv idad se midió espec trofotomé tric amente mediante el mé todo 
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desc rito por Ô ba et al. (19 9 4 ) sig uiendo la reduc c ión del c itoc romo c dependiente de L-
g alac tono-γ-lac tona (L-G L) a 550  nm, 2 2 º C  y durante 5 minutos. La mezc la de reac c ión 
c ontení a tampón Tris-HC l 50  mM, pH 8 ,4 , 50  µl de muestra, K C N 0 ,1 mM, c itoc romo c 8 5 
µM y L-g alac tono-γ-lac tona 4 ,2  mM en un v olumen final de 1 ml. Para ajustar el blanc o del 
aparato se usó un c ontrol q ue en lug ar de llev ar L-G L llev aba tampón y se midió junto a la 
c ubeta problema. La ac tiv idad enzimá tic a, ex presada en nmoles de c itoc romo c reduc ido · 
min-1 · mg -1 proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión de la c ubeta 
problema menos la del blanc o sin L-G L y de un c oefic iente de ex tinc ión molar para el 
c itoc romo c de 17 ,3  mM-1 · c m-1 (I mai et al., 19 9 8 ). 

 
3.6.12. L-Gal ac to s a de s h i dr o g e n as a (Gal D H ;  1.1.1.48) 
Esta enzima interv iene en una de las etapas prev ias a la sí ntesis de á c ido L-asc órbic o en 
plantas, c onc retamente llev a a c abo la ox idac ión de la L-g alac tosa a L-g alac tono-γ-lac tona. 
D ic ha ac tiv idad se midió en el espec trofotómetro mediante el mé todo desc rito por G atzek  
et al. (2 0 0 2 ) sig uiendo la reduc c ión del NA D + dependiente de L-g alac tosa a 3 4 0  nm y 3 7 º C , 
durante 3  minutos. La mezc la de reac c ión c ontení a tampón Tris-HC l 50  mM, pH 7 ,5, 2 0 -
10 0  µl de muestra, NA D + 0 ,1 mM y L-g alac tosa 1 mM. Para ajustar el blanc o se usó un 
c ontrol q ue llev aba tampón sin L-G al y se midió junto a la c ubeta problema.  

La ac tiv idad enzimá tic a, ex presada en nmoles de NA D + reduc ido · min-1 · mg -1 
proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de un c oefic iente de 
ex tinc ión molar para el NA D + de 6,2 2   mM-1 · c m-1. 
 
3.6.13. N u c l e ó s i do  di fo s fato  qu i n as a (N D P K ;  E C 2.7.4.6) 
La ac tiv idad nuc leósido difosfato k inasa (ND PK ) c ataliza la reac c ión de fosforilac ión de 
un nuc leósido difosfato a partir de otro trifosfato, A TP normalmente. Para su aná lisis se 
utilizó la té c nic a de c romatog rafí a lí q uida de alta resoluc ión (HPLC ). En primer lug ar, se 
preparó la mezc la de reac c ión c ompuesta por Tris-HC l 50  mM, pH 7 ,5, Mg C l2 5 mM, K C l 
7 5 mM, G D P 1 mM, A TP 1mM y el v olumen de muestra c orrespondiente. La reac c ión se 
llev ó a c abo a temperatura ambiente durante 5 minutos y despué s se inc ubó a 10 0 º C  
durante 3  minutos para detener la reac c ión. Tras enfriar en hielo durante 5 minutos, se 
c entrifug ó a 10 .0 0 0  rpm durante 3  minutos en una mic rofug a. Finalmente, se inyec tó 2 5 µl 
del sobrenadante en la c olumna analí tic a Hypersil-NH2 (A PS-2 ;  5 µm, 150  x  4 ,6 mm). Se 
c onstruyó una c urv a patrón (c onc entrac ión/ á rea) para c ada uno de los nuc leótidos 
analizados (A TP, A D P, G D P y G TP). Los distintos tiempos de retenc ión para c ada 
nuc leótido fueron detec tados a 2 60  nm y la ac tiv idad fue determinada a partir de la 
c onc entrac ión de G TP formada tras 5 minutos de reac c ión.  
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3.6.14. H i dr o x i pi r u v ato  r e du c tas a (H P R ;  E C  1.1.1.29) 
Se utilizó el mé todo desc rito por Sc hw itzg ué bel y Sieg enthaler (19 8 4 ). Para ello se midió la 
ox idac ión a 3 4 0  nm del NA D H ac oplada a la reduc c ión del hidrox ipiruv ato a g lic erato. El 
medio de reac c ión c ontení a tampón fosfato-K  50  mM, pH 6.2 , K C N 1 mM, NA D H 0 .2  mM 
e hidrox ipiruv ato 2  mM, en un v olumen final de reac c ión de 1,1 ml. 

 La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión, 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para el NA D H de 6,2 2  mM-1 · c m-1 (V ig il, 
19 8 3 ), y se ex presó en nmoles de NA D H · min-1 · mg -1 proteí na.  
 
3.6.15.  Gl i c o l ato  o x i das a (GOX ;  E C  1.1.3.1) 
Se midió espec trofotomé tric amente seg ú n el mé todo desc rito en A rc her y Ting  (19 9 6), 
sig uiendo la formac ión a 3 2 4  nm de g liox ilato de fenilhidrazona, resultado de la reac c ión 
del g liox ilato, g enerado por la ox idac ión del g lic olato, c on la fenilhidrazina. El medio de 
reac c ión c ontení a fosfato-K  4 5 mM, pH 8 ,0 , ED TA  3  mM, c loruro de fenilhidrazina 10  mM 
y g lic olato sódic o 5 mM, en un v olumen final de reac c ión de 1 ml.  

La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de la reac c ión 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para el g liox ilato de fenilhidrazona de 17 ,4  · 
10 3 M-1 · c m-1 y se ex presó en nmoles de g liox ilato de fenilhidrazona · min-1 · mg -1 
proteí na. 

 
3.6.16. A c i l -C o A  o x i das a (A C OX ;  E C  1.3.3.6) 
Esta ac tiv idad se determinó mediante espec trofotometrí a, seg ú n desc ribe G erhardt (19 8 3 ), 
midiendo la formac ión de la forma ox idada de la antipirina a 50 0  nm durante 5 minutos y 
a 2 5 º C . La mezc la de reac c ión de 1 ml de v olumen final c ontení a tampón Tris-HC l 17 5 
mM, pH 8 ,5, FA D  4 7  µM, p-hidrox imerc uribenzoato 12  mM, 4 -aminoantipirina 0 ,9  mM, 
N3Na 0 ,9  mM, perox idasa de rá bano tipo I I  (Sig ma) 5,2 8  U / ml, 10 0  µl de matric es 
perox isomales, y palmitoil-C oA  4 7  mM q ue dispara la reac c ión. 
 La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de la reac c ión 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para la forma ox idada de la antipirina de 6,4  
x  10 -3 M-1 · c m-1 y se ex presó en mmoles de antipirina ox idada· min-1 · mg -1 proteí na. 
 
3.6.17. T i o l a s a  (T I O;  E C  2.3.1.9) 
Se utilizó el mé todo desc rito por G erhardt (19 8 3 ), q ue determina la formac ión de NA D H, 
proporc ional a la ac tiv idad tiolasa presente en la muestra, produc ido por la malato 
deshidrog enasa en una sec uenc ia de reac c iones ac opladas en las q ue interv iene la c itrato 
sintasa y la tiolasa y q ue se muestra en la Fig ura 3 .2 . 
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Para ello se preparó una mezc la de reac c ión q ue c ontení a fosfato potá sic o 10 0  mM, 
pH 7 ,5, Mg C l2 2 50  µM, L-malato 3  mM, Tritón X -10 0  0 ,0 5%  (v / v ), D TT 2  mM, ac etoac etil-
C oA  4 0  µM, C oA  2  mM, K C N 2  mM, ac etilpiridina-NA D  14 0  µM, 2 0  µ g  de c itrato sintasa, 
10  µ g  de malato deshidrog enasa y 10 0  µl de matric es perox isomales. La medida se realizó 
a 2 5 º C  durante 5 minutos, a 3 4 0  nm y en un v olumen final de 2 ,2 0  ml. 

La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión, 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para el NA D H de 6,2 2  mM-1 · c m-1 y se 
ex presó en nmoles de NA D H · min-1 · mg -1 proteí na.  
 
3.6.18. I s o c i tr ato  l i as a (I C L;  E C  4.1.3.1) 
Se empleó c omo marc ador enzimá tic o de los perox isomas de fruto de pimiento rojo, ya 
q ue la c atalasa en estos frutos no era muy abundante. Para ello se sig uió el mé todo de 
A rc her &  Ting  (19 9 6), basado en la c uantific ac ión del c omplejo g liox ilato de 
fenilhidrazona q ue se g enera a partir del g liox ilato prov eniente de la ruptura enzimá tic a 
del isoc itrato y del c lorhidrato de fenilhidrazina. La ac tiv idad se reg istró durante 3  
minutos a 3 2 4  nm. El ensayo se realizó a 2 5º C , en un v olumen de reac c ión de 1 ml c on la 
c omposic ión sig uiente:  tampón fosfato-K  10 0  mM, pH 7 ,5, c on Mg C l2 10  mM;  c lorhidrato 
de fenilhidrazina 12  mM, D TT 5 mM;  muestra (3 0  µl);  y D L- isoc itrato 13  mM. La 
ac tiv idad enzimá tic a, ex presada en nmoles de c omplejo · min-1 · mg -1 proteí na, se c alc uló 
aplic ando un c oefic iente de ex tinc ión molar (ε324) para el g liox ilato de fenilhidrazona de 
1,7 ·10 4 M-1 · c m-1.  
 
3.6.19. M al ato  s i n tas a (M S ;  E C  4.1.3.2) 
Se determinó seg ú n una modific ac ión del mé todo desc rito por Hoc k  y B eev ers (19 66), q ue 
mide la produc c ión del c oenzima A  libre (C oA -SH), utilizando el reac tiv o D TNB , el c ual 
forma un merc á ptido c on el g rupo sulfidrilo del C oA -SH q ue absorbe a 4 12  nm. 
 La mezc la de reac c ión, en un v olumen de 2 ,8  ml, c ontení a tampón Tris-HC l 0 ,0 8  M, 
pH 8 ,0 , Mg C l2 3  mM, ac etil-C oA  0 ,11 mM, D TNB  0 ,11 mM, g liox ilato sódic o 0 ,5 mM y 2 5-
10 0  µl de muestra. La reac c ión se llev ó a c abo a 3 0  º C  y se inic ió añ adiendo ac etil-C oA . El 
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reg istro se efec tuó a 4 12  nm durante 3 0  seg undos frente a un blanc o c on todos los 
c omponentes de la reac c ión a ex c epc ión del ac etil-C oA . La ac tiv idad enzimá tic a, en 
nmoles de produc to · min-1 · mg -1 proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de 
reac c ión utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar de 13 ,6 · 10 3 M-1 · c m-1. 
 
3.6.20 . F u m ar as a (E C  4.2.1.2.) 
Se utilizó el mé todo desc rito por W alk  y Hoc k  (19 7 7 ) basado en la medida a 2 4 0  nm de la 
c onv ersión del malato en fumarato. El ensayo se realizó a 2 5 º C  en un v olumen de 
reac c ión de 1 ml q ue c ontení a L-malato 4 .3  mM, Tritón X -10 0  al 0 .0 2  %  (v / v ), tampón 
tric ina 0 .1 M, pH 7 .5 y 50  µl de muestra c onv enientemente diluida. La reac c ión se inic ión 
por la adic ión de L- malato, y se reg istró la formac ión de fumarato a 2 4 0  nm, frente a un 
blanc o c ompuesto por el tampón de reac c ión. La ac tiv idad enzimá tic a, en mmoles de 
fumarato · min-1 · mg -1 proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión y de 
un c oefic iente de ex tinc ión molar para el á c ido fumá ric o de 2 .4 4  · 10 -3 M-1 · c m-1 (Hill &  
B radshaw , 19 69 ). Esta ac tiv idad se usó c omo marc ador enzimá tic o de mitoc ondrias en la 
c arac terizac ión de los g radientes de sac arosa. 
 
3.6.21.  N A D P H -c i to c r o m o  c r e du c tas a (E C  1.6.2.4) 
Se determinó mediante espec trofotometrí a mediante el mé todo de Lord (19 7 3 ),  basado en 
la medida de la tasa de reduc c ión del c itoc romo c, dependiente de NA D PH, a 550  nm 
durante 3  minutos.  La medida se llev ó a c abo en un v olumen final de  1 ml de una mezc la 
de reac c ión q ue c ontení a tampón fosfato potá sic o 2 0  mM, pH 7 ,2 , NA D PH 0 ,2  mM, 
c itoc romo c 0 ,0 2  mM, K C N 10  mM, antimic ina A  1 µM (preparada en etanol) y la muestra. 
Este marc ador nos indic ó las frac c iones de los g radientes de sac arosa c orrespondientes al 
retí c ulo endoplasmá tic o. 
 La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión, 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para la reduc c ión del c itoc romo c de 2 1 mM-1 
· c m-1, y se ex presó en mmoles de c itoc romo c reduc ido · min-1 · mg -1 proteí na.  
 
3.6.22. F r u c to s a 1, 6-b i fo s fatas a (E C   3.1.3.11) 
Esta enzima se empleó c omo marc ador de c loroplastos. Se midió en el espec trofotómetro a 
2 8 º C  y durante 3  minutos mediante el mé todo de Lá zaro et al. (19 7 4 ), basado en la 
reduc c ión del NA D P+  a 3 4 0  nm ac oplada a la sec uenc ia de reac c iones q ue se muestran en 
la Fig . 3 .3 . 
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 Se preparó una mezc la de reac c ión de 1 ml de v olumen final q ue c ontení a tampón 
Tris-HC l 10 0  mM, pH 8 ,8 , ED TA -Na2 0 ,5 mM, Mg C l2 10  mM, FB P 0 ,6 mM, NA D P+ 0 ,3  
mM, g luc osa-6-fosfato deshidrog enasa (0 ,14  U ), fosfohex osa isomerasa (1,4  U ) y 50  µl de 
muestra. El blanc o se ajustó c on toda la mezc la de reac c ión salv o la FB P. 
 La ac tiv idad enzimá tic a se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión, 
utilizando un c oefic iente de ex tinc ión molar para la reduc c ión del NA D P+ de 6,2 2  mM-1 · 
c m-1, y se ex presó en mmoles de NA D PH · min-1 · mg -1 proteí na. 
 
3.6.23.  Gl i c e r al de h í do  3-fo s fato  de s h i dr o g e n as a (E C  1.2.1.13) 
El mé todo utilizado es el desc rito por Holtum y W inter (19 8 2 ) y está  basado en la medida 
del desc enso de absorbanc ia a 3 4 0  nm debido a la ox idac ión del NA D PH a 2 5º C . La 
mezc la de reac c ión, en un v olumen final de 1 ml, c ontení a un tampón Hepes-NaOH 2 5 
mM pH 9 ,0 , B ic ina 2 5 mM, Mg C l2 2  mM, D TT 2  mM, NA D PH 0 ,0 8  mM, 3  U  de 
fosfog lic erato q uinasa (PG K ), muestra c onv enientemente diluida y á c ido 3 -fosfog lic é ric o 3  
mM. La reac c ión se dispara c on A TP 1 mM y se sig ue el desc enso de absorbanc ia durante 
4  minutos. Esta medida fue utilizada c omo marc ador de c romoplastos en los g radientes 
de sac arosa q ue se emplearon para la separac ión de org á nulos de frutos de pimiento rojo. 
 La ac tiv idad enzimá tic a, ex presada en nmol NA D PH ox idado · min-1 · mg -1 
proteí na, se c alc uló a partir de la v eloc idad inic ial de reac c ión, utilizando un c oefic iente de 
ex tinc ión molar para el NA D PH de 6,2 2  mM-1 · c m-1. 
 
3.6.24.  Gl u tati o n  S -tr an s fe r as a (GS T ;  E C  2.5.1.18) 
La reac c ión c atalizada por la g lutation-S-transferasa se sig uió espec trofotomé tric amente 
midiendo a 3 0 º C  el aumento de absorbanc ia a 3 4 0  nm, c orrespondiente a la formac ión de 
un c omplejo entre el g lutation reduc ido (G SH) y el c loro-2 ,4 -dinitrobenc eno (C D NB ) 
seg ú n Habig  et al. (19 7 4 ). La reac c ión se llev ó a c abo en tampón fosfato potá sic o 0 ,1 M, pH 
7 ,5, c onteniendo G SH 1 mM, C D NB  1mM y muestra (5-50  µl de ex trac to), durante un 
minuto. C omo c ontroles se utilizaron un blanc o de reac tiv os (sin muestra) y un blanc o sin 
C D NB  para c ada muestra.  

Fructosa-1 , 6-b i f osf ato Fructosa-6-f osf ato +  P i

G l ucosa-6-f osf ato6-f osf og l ucon ato
NADPH + H+ NADP+

FBPasa
Fo sf o h e x o sa
i so m e r asa

G 6 PD H

Fructosa-1 , 6-b i f osf ato Fructosa-6-f osf ato +  P i

G l ucosa-6-f osf ato6-f osf og l ucon ato
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Fo sf o h e x o sa
i so m e r asa

G 6 PD H

Fig. 3.3. Reacciones enzimáticas implicadas en la medida de la actividad fructosa 1,6-
b ifosfatasa ( F B P asa) .  



 58 

La actividad enzimática expresada en nmoles · min-1 · mg-1 de proteí na, se calcu ló 
a partir de la velocidad inicial de reacción y  de u n coef iciente de extinción molar para el 
produ cto conj u gado de 9 ,6 mM-1 · cm-1 (Hab ig et al., 19 7 4 ). 

 
3.6.25. Actividad en do p ep tidas a 
3.6.25 .1. Actividad to tal  
La actividad endopeptidasa se determinó espectrof otomé tricamente u tilizando como 
su strato azocaseí na, segú n describ e D istef ano et al. (19 9 7 ). La h idrólisis de la azocaseí na 
se llevó a cab o a 37 º C du rante 2 0 h  en u na mezcla de reacción (de volu men f inal 1 ml) q u e 
contení a tampón Tris-HCl 100 mM, pH 8 ,5, azocaseí na al 0,5%  (p/v) y  0,1 ml de mu estra. 
La reacción se paró con 2  ml de ácido tricloroacé tico al 12 %  (p/v). La actividad 
endopeptidasa se expresó en u nidades · h -1 · mg-1, considerando u na u nidad la cantidad 
de enzima q u e cau sa u n incremento de ab sorb ancia de 0,01 en 2 h  a 34 0 nm. 
 
3.6.25 .2.  Actividad is o en z im á tica 
S e u tilizó u n eq u ipo Mini-Protean II, de B io R ad, donde se prepararon geles de 7 ,5 x 8  cm 
y  1,5 mm  de grosor. Los geles se prepararon con u na concentración de poliacrilamida del 
6%  (p/v) conteniendo gelatina al 0,05%  (p/v) tal y  como se describ e en D istef ano et al. 
(19 9 7 ). Las mu estras f rescas f u eron dilu idas en u n tampón de carga 4 x q u e contení a 
tampón Tris-HCl 0,5 M, pH 7 ,5, glicerol al 4 0%  (p/v), S D S  al 5%  (p/v) y  azu l de 
b romof enol al 0,005%  (p/v). Tras la electrof oresis los geles se transf irieron a u na solu ción 
acu osa conteniendo Tritón X -100 al 2 ,5%  (v/v) du rante 1 h ora a temperatu ra amb iente, 
para eliminar el S D S  y  renatu ralizar las endopeptidasas. Posteriormente, se incu b aron a 
37 º C du rante 4  h oras en tampón Tris-HCl 2 50 mM, pH 7 ,5. D espu é s de la incu b ación, se 
tiñ ó el gel du rante 1 h ora con “ Coomassie B rillant B lu e”  R -2 50 al 0,1%  (p/v) preparado en 
metanol al 50%  (v/v) y  ácido acé tico al 10%  (v/v), tras lo cu al se destiñ ó con metanol al 
4 0%  (v/v) y  ácido acé tico al 10%  (v/v), h asta visu alizar la actividad endoproteasa como 
b andas acromáticas sob re el f ondo azu l del gel.  
 
3.7. OT R A S  DE T E R M I N A CI ON E S  B I OQ U Í M I CA S  
3.7.1. Per o x i d aci ó n l i p í d i ca 
E ste parámetro se determinó midiendo la tasa de f ormación de su stancias q u e reaccionan 
con el ácido tiob arb itú rico (TB A R S ), empleando el malondialdeh ido (MD A ) como 
compu esto de ref erencia (B u ege &  A u st, 19 7 8 ). Todos los reactivos de este ensay o se 
prepararon en agu a Milli-Q . Para el ensay o se añ adieron 2 00 µl de mu estra, 
convenientemente dilu ida, a 1 ml de la sigu iente mezcla de reacción:  ácido tricloroacé tico 
al 15%  (p/v), ácido tiob arb itú rico al 0,37 5%  (p/v) y  b u tilh idroxitolu eno al 0,01%  (p/v) 
preparado en HCl 0,2 5 N. Posteriormente, la mezcla se calentó du rante 15 minu tos a 9 5º C 
con agitación, se dej ó enf riar y  se centrif u gó a 2 .000 g du rante 5 minu tos. E n el 



                                                                                                                                           Material y  Mé to d o s  

 59  

sob renadante se ef ectu ó la lectu ra de la densidad óptica a 535 nm. Los valores ob tenidos 
se enf rentaron a u na recta de calib ración con distintas concentraciones de MD A  dimetil 
acetal (0,1-10 µM), para determinar la tasa de peroxidación lipí dica de las mu estras. 

 
3.7.2. Ox i d aci ó n d e p r o t eí nas   
S e determinaron los gru pos carb onilo en extractos cru dos de h oj as de pimiento como 
í ndice de las proteí nas modif icadas oxidativamente. Como control positivo, se u tilizaron 
h omogenados incu b ados, du rante 2  h , con concentraciones crecientes de H2O2 (0-2 0 mM). 

 
3.7.2.1. M edida en  s o l u ció n  
La cu antif icación de gru pos carb onilo se ef ectu ó segú n el mé todo de Levine et al. (19 9 1) 
b asado en la reacción de los gru pos C= O con la 2 ,4 -dinitrof enilh idracina (D NPH) con 
f ormación de 2 ,4 -dinitrof enilh idrazona q u e ab sorb e a 37 0 nm, segú n la reacción q u e se 
indica en la Figu ra 3.5. 
 
 
 
 
 
 
 

Para cada tratamiento se u saron tres mu estras con dos ré plicas cada u na y  su  
correspondiente b lanco. U na de las ré plicas se destinó a la medida de los produ ctos de 
oxidación de las proteí nas y  la otra a la determinación del contenido en proteí nas de las 
mu estras. Los extractos, conteniendo 0.5 mg de proteí na se incu b aron con su lf ato de 
estreptomicina al 1%  (p/v) du rante 2 0 min para eliminar ácidos nu clé icos y  se 
centrif u garon a 2 .000 g du rante 10 min. Posteriormente, los h omogenados se incu b aron 
du rante 1 h  con D NPH 10 mM preparada en HCl 2  M. Los b lancos se incu b aron con HCl 
sin D NPH. Las proteí nas se precipitaron con ácido tricloroacé tico (TCA ) al 10%   (p/v) y  el 
exceso de D NPH se eliminó por lavados con etanol/acetato de etilo (1: 1). Finalmente, el 
precipitado se resu spendió en gu anidina 6 M  preparada en KH2PO4 2 0 mM a pH 2 ,3 
(aj u stado con ácido trif lu oroacé tico) y  se midió la ab sorb ancia  a 37 0 nm. Como control 
del contenido de proteí nas, al f inal del ensay o se midió la ab sorb ancia de las ré plicas a 2 8 0 
nm  u tilizando u na cu rva patrón de A S B  preparada en gu anidina 6 M. E l contenido de 
carb onilos se calcu ló u sando u n coef iciente de extinción molar para las h idrazonas 
alif áticas de 2 2 .000 M-1 · cm-1 (Levine et al., 19 9 0).  

Para la cu antif icación de gru pos carb onilo en peroxisomas pu rif icados, é stos se 
sometieron a ch oq u e osmótico por dilu ción (5 veces) con tampón f osf ato potásico 50 mM, 
pH 7 ,8 , E D TA  1mM, y  se mantu vieron en agitación du rante 1-2  h oras a 4 º C. 

Proteín a C = O Proteín a -C = N-NH-2, 4 -D NP +  H2O

H 2N-NH -2, 4 -D NP

- - 2, 4 -Proteín a C = O Proteín a -C = N-NH-2, 4 -D NP +  H2O

H 2N-NH -2, 4 -D NP

- - 2, 4 -

Fig. 3.4. Reacciones enzimát icas imp l icad as en l a med id a d e gr u p os car b onil os d e 
p r ot eínas



 6 0  

Posteriormente, las mu estras se incu b aron con TCA  10%  (p/v) du rante 15 minu tos y  las 
proteí nas se recu peraron por centrif u gación a 2 7 .000 g du rante 1 h ora. E l precipitado 
ob tenido se resu spendió en tampón f osf ato sódico 10 mM, pH 7 ,4 , y  se incu b ó con D NPH 
continu ando con el protocolo anteriormente indicado. 

 
3.7.2.2.  D etecció n  in m u n o q u í m ica 
S e llevó a cab o segú n el mé todo de Y an et al. (19 9 8 ). Los h omogenados y  las f racciones 
peroxisomales se incu b aron con D NPH 10 mM preparada en HCl 2  M du rante 1 h ora. 
Como controles se u tilizaron b lancos incu b ados en HCl sin D NPH. Posteriormente, se 
precipitaron las proteí nas con TCA  al 10%  (p/v) y  se lavaron con etanol/acetato de etilo 
(1: 1) tres veces como se indicó anteriormente. Finalmente, las proteí nas se resu spendieron 
en tampón f osf ato-Na 10 mM, pH 7 ,4 , y  se cargaron 10 µg de proteí nas en dos geles de 
poliacrilamida-S D S . U no de los geles se empleó para la inmu nodetección, mediante la 
transf erencia a u na memb rana de PV D F, y  el segu ndo para tinción de proteí nas  como 
control. Las memb ranas de PV D F se incu b aron con anticu erpos comerciales f rente a la 
D NPH de S igma (dilu ción 1: 4 0.000) y  las proteí nas oxidadas se detectaron mediante 
q u imiolu miniscencia  (Corpas et al., 19 9 8 a) o mediante el mé todo de la f osf atasa alcalina, 
u sando como su strato el B CIP-NB T. 
 
3.7.3.  M ed i d a d el  co nt eni d o  d e as co r b at o  
S e empleó el mé todo del dipy ridil descrito por Ok amu ra (19 8 0), con algu nas 
modif icaciones. Para la determinación de ascórb ico total (ascorb ato más 
desh idroascorb ato;  A S C +  D HA ) se preparó u na mezcla de reacción q u e contení a 12 5 µl 
de h omogenados de f ru tos preparados como se indica el apartado 3.4 .2 , 2 5 µl de 
trietanolamina 1,5 M, 150 µl de tampón f osf ato sódico 150 mM, pH 7 ,4  y  7 5 µl de D TT 10 
mM. Para redu cir todo el ácido desh idroascórb ico se mezcló b ien y  se incu b ó du rante 15 
minu tos a temperatu ra amb iente. Para eliminar el D TT se añ adió 7 5 µl de N-etilmaleimida 
0,5%  (p/v) y  se incu b ó de nu evo a temperatu ra amb iente du rante al menos 30 segu ndos. 
Posteriormente se añ adió 300 µl de ácido tricloroacé tico 10%  (p/v), 300 µl ácido f osf órico 
4 4 %  (v/v), 300 µl de 2 ,2 ’ -dipy ridy l 4 %  (p/v) dilu ido en etanol 7 0%  (v/v) y  FeCl3 al 3%  
(p/v). E sta mezcla se incu b ó du rante 1 h ora a 37 º C y  se midió la ab sorb ancia a 52 5 nm. 
Para la determinación de ácido ascórb ico redu cido se añ adió lo mismo q u e para la 
determinación de ascorb ato total salvo el D TT y  la NE M. 
 Para determinar la concentración de ascórb ico total (A S C +  D HA ) y  de ascorb ato 
redu cido se preparó u na cu rva patrón de ácido ascórb ico comercial (10-60 µM) disu elto en 
ácido metaf osf órico 5%  (p/v) y  se le dio el mismo tratamiento q u e a las mu estras. Para 
determinar la concentración de desh idroascórb ico se le resta a la medida de ascórb ico 
total la de ascorb ato redu cido. Para la determinación del contenido de ascorb ato en 
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matrices peroxisomales el procedimiento es el mismo q u e en extractos cru dos salvo q u e 
no se añ adió trietanolamina a la mezcla de reacción. 
  
3.7.4.  Co nt eni d o  d e g l u t at i o n 
E sta medida se b asa en el ensay o de reciclado de A nderson, el cu al es u n proceso 
enzimático sensib le y  especí f ico. Como se indica en la reacción de la Fig 3.5., el G S H es 
oxidado por el D TNB  dando G S S G  con la f ormación esteq u iomé trica de TNB . E l G S S G  es 
redu cido a G S H por la glu tation redu ctasa y  el NA D PH. La f ormación de TNB  es medida 
a 4 12  nm y  es proporcional a la su ma de G S H y  G S S G . E l ensay o pu ede ser tamb ié n 
medido a 34 0 nm (desaparición del NA D PH). 
 
 
 
 
 
 
 
 

Para la determinación de G S H y  G S S G  se prepararon los h omogenados como indica 
el pu nto 3.4 .2 . S e preparó u na cu rva patrón para el G S H y  otra para el G S S G , en el rango 
de 0,5-5 µM, partiendo de solu ciones madre con u na concentración de 50 mM disu eltas en 
ácido metaf osf órico 5%  (p/v) y  q u e llevan el mismo tratamiento q u e las mu estras.  

La medida de G S S G  req u iere u na previa derivatización de las mu estras lo cu al 
consiste en añ adir 2  µl de 2 -vinilpiridina en su  f orma monomé rica (Flu k a) y  6 µl de 
trietanolamina 1,5 M a 100 µl de mu estra y  posterior incu b ación du rante u na h ora a 
temperatu ra amb iente. E l mismo tratamiento se le da al b lanco de mu estra q u e en lu gar 
de mu estra lleva ácido metaf osf órico 5%  (p/v). 
 E l sigu iente tratamiento era comú n en las mu estras destinadas a la medida de 
glu tation total y  glu tation oxidado (derivatizadas). Para ello, se preparó u na mezcla de 
reacción q u e contení a tampón f osf ato sódico 14 3 mM, Na2-E D TA  6,3 mM, pH 7 ,5, 
NA D PH (0,2 4 8  mg/ml);  a ello se añ adió D TNB  6 mM y  glu tation redu ctasa (2 66 U /ml), 
amb os dilu idos en el tampón anterior;  f inalmente se incorporó la mu estra, q u e en el caso 
del glu tation total se dilu y ó 1/5. 
 
3.7.5.  Det er m i naci ó n d e l as  p r o t eí nas  
S e empleó el mé todo de B radf ord (19 7 6), q u e permite determinar 
espectrof otomé tricamente el contenido de proteí nas mediante la medida del complej o q u e 
é stas f orman con el azu l Coomassie. S e empleó el reactivo comercial de B io-R ad “ Protein 
A ssay  D y e R eagent” , y  alb ú mina de su ero b ovino (A S B ), f racción V , como proteí na 

2GSH + DTNB GSSG + TNB

GSSG + NA DP H + H+ 2GSH + NA DP +

A412 nm

A 3 40  nm

2GSH + DTNB GSSG + TNB

GSSG + NA DP H + H+ 2GSH + NA DP +

A412 nm

A 3 40  nm

Fig. 3.5. Reacciones enzimát icas imp l icad as en l a med id a d e 
gl u t at ion
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estándard para preparar la cu rva patrón de proteí nas (0, 3, 6, 12 , 18  y  2 4  µg A S B ). S e 
adicionaron 2 00 µl de reactivo B io-R ad a 8 00 µl de u n volu men compu esto por la mu estra 
o A S B , convenientemente dilu idas, y  agu a destilada, y  se midió la ab sorb ancia a 59 5 nm, 
de 5 minu tos a 1 h ora tras la adición del reactivo (perí odo de estab ilidad del complej o). 
Conocidos los valores de ab sorb ancia, se elab oró u na recta de regresión lineal con los 
datos de la cu rva patrón de alb ú mina y  se calcu ló la concentración de proteí nas 
interpolando los valores de ab sorb ancia de las mu estras. 
 
3.7.6. Det er m i naci ó n d e l a d ens i d ad   
La determinación de la densidad de las f racciones de los gradientes de sacarosa se ef ectu ó 
con u n ref ractómetro A tago mod. 500 con capacidad para medir concentraciones en el 
intervalo 0-9 0%  de sacarosa (p/p). Los porcentaj es ob tenidos por ref ractometrí a se 
transf ormaron en densidad (g· cm-3) u tilizando las “ International Critical Tab les”  
(G rif f ith , 19 8 3). 
 
3.8. E L E CT R OF OR E S I S  E N  G E L E S  DE  POL I A CR I L A M I DA  ( E G PA )  
3.8.1. E G PA  en co nd i ci o nes  nat i v as  
S e u tilizó u n eq u ipo Mini-Protean III, de B io R ad, donde se prepararon geles de 7 ,5 x 8  cm 
y  1,5 mm  de grosor. Los geles se prepararon con u na concentración de poliacrilamida del 
del 10%  (p/v) en tampón Tris-HCl 37 7  mM, pH 8 ,9 . E stos geles se destinaron a la 
separación de las distintas isof ormas de S OD s. Los h omogenados, preparados en glicerol 
al 10%  (v/v), se cargaron directamente en el gel, añ adiendo azu l de b romof enol al 0,006%  
(p/v) a cada mu estra. S e u tilizó u na intensidad de 10 mA  por gel du rante 30 min, y  
despu é s de 2 0 mA  h asta q u e el azu l de b romof enol alcanzó prácticamente el f inal del gel. 
E l tampón de electrodos u tilizado f u e glicina 38  mM, aj u stado a pH 8 ,2  con el tampón de 
geles. 
 
3.8.2. I s o el ect r o enf o q u e 
S e sigu ió b ásicamente el mé todo descrito por Palma et al. (19 9 7 ). Las mu estras se 
prepararon en u na solu ción q u e contení a sacarosa al 15%  (p/v) y  2 ,3%  (p/v) de anf olitos 
de pH 3,5-7  para las S OD s (Ph armacia B iotech ). Las mu estras se cargaron en geles de 
poliacrilamida al 6%  de 1,5 mm de grosor, conteniendo u n 10%  (v/v) de glicerol y  u n 
2 ,3%  (p/v) de anf olitos del rango de pH indicado anteriormente. Para impedir 
inactivaciones por la solu ción del cátodo, sob re las mu estras se colocó u na solu ción de 
sacarosa 7 ,5%  (p/v) y  anf olitos con los pHs correspondientes (2 ,3% ;  p/v). Las solu ciones 
anódica y  catódica f u eron ácido f osf órico 0,06%  (p/v) y  NaOH 0,1M, respectivamente. La 
electrof oresis se realizó a 4 º C, con u n voltaj e de 150 V  du rante 30 min segu ido de 2 00 V  
du rante otros 30 min y , f inalmente, se f ij ó a 2 50 V  du rante 1,5-2  h , en u n eq u ipo Mini-
Protean II de B io-R ad. Para determinar los pu ntos isoelé ctricos de las distintas isoenzimas 
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de S OD , se emplearon marcadores de IE F de pI 2 ,8 0 – 6,55 (Ph armacia LKB  
B iotech nology ) q u e se cargaron en los geles j u nto a las mu estras. Tras el proceso 
electrof oré tico, se separó la parte del gel correspondiente a los indicadores de pI, y  se 
incu b ó con TCA  al 2 0%  (p/v) du rante 2  h . Posteriormente se revelaron las proteí nas en los 
geles como se indica en el apartado 3.6.2 .2 . 
 
3.8.3. E G PA  en co nd i ci o nes  d es nat u r al i z ant es  ( E G PA -S DS )  
E l mé todo segu ido f u e el descrito por Laemmli (19 7 0), u tilizando u n eq u ipo Mini-Protean 
III de B io-R ad. S e prepararon geles de poliacrilamida a distintas concentraciones (10-15% ;  
p/v), con u n gel concentrador de poliacrilamida al 4 %  (p/v). Las mu estras para 
electrof oresis se prepararon en u n tampón de carga Tris-HCl 63 mM, pH 6,8 , S D S  2 %  
(p/v), glicerol 10%  (v/v), azu l de b romof enol 0,006%  (p/v) y  D TT 10 mM y  se calentaron 
a 9 5º C du rante 10 minu tos para desnatu ralizar las mu estras. D espu é s se cargaron en los 
geles, a los cu ales se les aplicó u n voltaj e de 100 V  du rante 15-2 0 minu tos, y  despu é s u n 
voltaj e de 2 00 V  du rante u nos 4 5 minu tos. E l tampón de electrodos u sado para el cátodo 
f u e Tris-HCl 0,02 5 M, pH 8 ,3, glicina 0,19 2  M y  S D S  0,1%  (p/v), y  el tampón del ánodo de 
igu al composición pero sin S D S . 

 
3.8.4.  T i nci ó n d e g el es  co n az u l  Co o m as s i e 
Los geles se tiñ eron con “ Coomassie B rillant B lu e”  R -2 50 al 0,1%  (p/v), preparado en 
metanol al 50% (v/v) y  ácido acé tico al 10%  du rante 30 minu tos. D espu é s se destiñ eron 
con metanol al 4 0%  (v/v) y  ácido acé tico al 10%  (v/v), h asta q u e q u edaron b andas azu les 
sob re u n f ondo transparente.  
 
3.8.5.  T i nci ó n co n p l at a 
S e u tilizó la té cnica descrita por Heu k esh oven y  D ernick  (19 8 5). D espu é s de la 
electrof oresis, los geles se incu b aron con etanol al 30%  (v/v) y  ácido acé tico al 10%  (v/v) 
du rante 3 h oras para f ij ar las proteí nas. A  continu ación, los geles se lavaron con agu a 
desionizada 3 veces du rante 5 minu tos cada vez, y  se incu b aron con u na solu ción 
redu ctora de f erricianu ro potásico 1%  (p/v) y  tiosu lf ato de sodio al 1,6%  (p/v) du rante 15 
minu tos. Posteriormente, los geles se lavaron ab u ndantemente h asta q u e desapareciese el 
color amarillento de los mismos y  se incu b aron en u na solu ción de nitrato de plata 0,1%  
(p/v), en oscu ridad, du rante 30 minu tos. E l revelado se ef ectu ó en u na solu ción de 
carb onato sódico 0,3 M y  f ormaldeh í do 0,02 %  (v/v), h asta q u e aparecieron las b andas de 
proteí nas. La reacción se detu vo añ adiendo ácido acé tico al 3%  (v/v). 
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3.9. T R A N S F E R E N CI A  E  I N M U N ODE T E CCI Ó N  DE  PR OT E Í N A S  ( T É CN I CA  
DE  W E S T E R N )  
3.9.1. T r ans f er enci a d e p r o t eí nas  
Las proteí nas separadas tanto por E G PA  nativa como por E G PA -S D S  se transf irieron a 
u na memb rana de dif lu oru ro de polivinilo (PV D F) de Millipore de 0,4 5 µm, u tilizando u n 
sistema de transf erencia semiseco Trans-B lot S D  de B io-R ad. E l tampón u tilizado en la 
transf erencia f u e CA PS  10 mM, pH 11,0, con metanol al 10%  (v/v). La transf erencia se 
llevó a cab o u tilizando u na intensidad de 1,5 mA  por cm2 del gel du rante 2  h oras, segú n 
Corpas et al., 19 9 8 a. 
 
3.9.2. I nm u no d et ecci ó n p o r  q u i m i o l u m i ni s cenci a 
Para la detección de las proteí nas transf eridas a la memb rana de PV D F se u tilizó u n 
mé todo de q u imiolu miniscencia (B u nk elmann &  Trelease, 19 9 6), q u e se b asa en la 
oxidación del lu minol por el complej o peroxidasa de ráb ano-anti-IgG  en presencia de 
H2O2, dando lu gar a u n compu esto intermediario q u e se estab iliza por la emisión de lu z 
(Th orpe et al., 19 8 5). La emisión de lu z se potencia con 4 -y odof enol, q u e actú a como 
transmisor de radicales de oxí geno al lu minol.  

U na vez conclu ida la transf erencia de las proteí nas, las memb ranas se lavaron con 
agu a destilada. Para b loq u ear los sitios inespecí f icos de u nión de las inmu noglob u linas, 
las memb ranas se incu b aron con lech e en polvo desnatada al 1,5%  (p/v), preparada en 
tampón TB S  (Tris-HCl 2 0 mM, pH 7 ,8 , NaCl 0,18  M) du rante 1,5-2  h oras a temperatu ra 
amb iente. D espu é s de lavar las memb ranas, se incu b aron con el anticu erpo primario 
correspondiente, en u na dilu ción óptima, du rante toda la noch e a 4 º C, o b ien du rante 2  
h oras a temperatu ra amb iente. Posteriormente, las memb ranas se lavaron con TB S  
du rante 4 0 minu tos, camb iando el tampón cada 10 minu tos, tras lo cu al se incu b aron 
du rante 1 h ora a temperatu ra amb iente con el anticu erpo secu ndario, anti-IgG  u nida a 
peroxidasa de ráb ano. Las memb ranas se lavaron f inalmente con TB S  y  se procedió a la 
detección de las proteí nas por q u imiolu miniscencia. Para el revelado, las memb ranas se 
incu b aron du rante 2 -4  minu tos en oscu ridad en 2 0 ml de u n tampón Tris-HCl 50 mM, pH 
8 ,6, NaCl 150 mM al q u e se le adicionaron 8  mg de lu minol, 2 00 µl de 4 -y odof enol al 
0,01%  (solu ción de 10 mg/ml en D MS O) y  3,2  µl de H2O2 30%  (v/v). Las memb ranas se 
expu sieron a u na pelí cu la au torradiográf ica “ Hy perf ilm” , de A mersh am B iosciences, en 
u n accesorio para au torradiograf í a (Kodak ). E l tiempo de exposición variab a desde u nos 
segu ndos h asta 2 0 minu tos, segú n la intensidad lu minosa ob tenida en cada caso.  
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3.10 . OB T E N CI Ó N ,  CA R A CT E R I Z A CI Ó N  Y  PU R I F I CA CI Ó N  DE L  
A N T I S U E R O DE  L A  F e-S OD 
La sí ntesis del pé ptido y  ob tención del antisu ero se realizó mediante los protocolos al 
ef ecto de la casa comercial S igma-G enosy s (U K). E l pé ptido sintetizado correspondió a los 
14  aminoácidos del extremo carb oxilo terminal de la Fe-S OD  de tab aco (Nicotiana 
p l u m b ag inif ol ia) (P2 2 302 ), correspondientes a los residu os S er18 9 –A la20 2:  N-
S W E A V S S R LKA A TA -C. E ste pé ptido, u na vez  sintetizado, se conj u gó por su  extremo 
amino y  mediante el agente MB S  (é ster de m-maleimidob enzoil-N-h idroxisiccinimida) a 
u na proteí na transportadora KLH ( k e y h ol e  l im p e t h e m acy anin) para así  conf erirle may or 
poder antigé nico. U na vez ob tenido el pé ptido conj u gado se procedió a la inmu nización 
de dos conej os mach os de la raza Nu eva Z elanda, mediante distintas iny ecciones 
su b cu táneas. La primera iny ección se realizó mezclando el inmu nógeno con ady u vante de 
Freu nd completo (CFA ), y  las restantes se realizaron con el ady u vante de Freu nd 
incompleto (IFA ). E l ady u vante mej ora la respu esta inmu ne, de manera q u e se necesita 
menor cantidad de pé ptido para produ cir más anticu erpo, y  además lib era lentamente el 
antí geno, lo q u e permite la estimu lación continu a del conej o. E l protocolo completo de 
inmu nización segu ido se describ e en la Tab la 3.2 .  

 S e ob tu vieron 3 ml de cada u no de los tres 
primeros sangrados, así  como del su ero preinmu ne, y  
4 5 ml del sangrado f inal. A  todos se les añ adió azida 
sódica al 0,02 %  (p/v), y  se gu ardaron a -8 0º C h asta su  
posterior u tilización. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Det er m i naci ó n d el  t í t u l o  d e l o s  ant i s u er o s  
Los cu atro sangrados de los dos conej os f u eron analizados para determinar su  tí tu lo 
mediante ensay os de transf erencia de w estern u sando extractos de dif erentes órganos de 
plantas de pimiento, q u e se prepararon segú n se indicó anteriormente en el apartado 
correspondiente. Los órganos empleados f u eron h oj a, f lor, tallo y  f ru tos de pimiento de 
distintas variedades.  
 
 

Cuarto sangrado (final)7 7

I ny e c c ión (I F A )7 0

T e rc e r sangrado6 3

I ny e c c ión (I F A )5 6

S e gundo sangrado4 9

I ny e c c ión (I F A )4 2

P rim e r sangrado3 5

I ny e c c ión (I F A )2 8

I ny e c c ión (I F A )1 4

S ue ro p re inm une ,
I ny e c c ión (CF A )Día 0

Cuarto sangrado (final)7 7

I ny e c c ión (I F A )7 0

T e rc e r sangrado6 3

I ny e c c ión (I F A )5 6

S e gundo sangrado4 9

I ny e c c ión (I F A )4 2

P rim e r sangrado3 5

I ny e c c ión (I F A )2 8

I ny e c c ión (I F A )1 4

S ue ro p re inm une ,
I ny e c c ión (CF A )Día 0

Tabla 3.2. Protocolo de inmunización llev ado a cabo en 
conej os  p ara la obtención del antis uero f rente a la F e-S O D  de 
tabaco. Adjuvante C o m p l eto  de F r eund ( C o m p l ete F r eund’s  
Adjuvant) ;  I F A:  Adjuvante I nc o m p l eto  de F r eund ( I nc o m p l ete 
F r eund’s  Adjuvant) .
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3.11. E X T R A CCI Ó N ,  CU A N T I F I CA CI Ó N  Y  A N Á L I S I S  E L E CT R OF OR É T I CO 
DE L  R N A  
3.11.1.  E x t r acci ó n R N A  t o t al  
E l aislamiento de R NA  total de las mu estras se llevó a cab o u tilizando el reactivo 
comercial Trizol (G IB COB R L, Lif e Tech nologies), compu esto de u na solu ción monof ásica 
de f enol y  de isotiocianato de gu anidina (Ch omczy nsk i &  S acch i, 19 8 7 ). Los f ru tos, h oj as, 
f lores y  tallos de pimiento se h omogeneizaron en u n mortero con nitrógeno lí q u ido, 
pesándose el polvo ob tenido y  añ adiendo inmediatamente el Trizol (1 ml por cada 100 mg 
de tej ido). D espu é s de incu b arse du rante 5 minu tos a temperatu ra amb iente, se le añ adió 
clorof ormo (0,2  ml por ml de Trizol u tilizado) y  se agitó vigorosamente du rante 15 
segu ndos, volvié ndose a incu b ar du rante 2  minu tos a temperatu ra amb iente. S e 
centrif u gó a 11.000 g du rante 15 minu tos a 4 º C y  se ob tu vieron dos f ases, u na inf erior, de 
f enol-clorof ormo, y  otra acu osa, su perior, donde q u edó el R NA . E sta f ase acu osa se 
recu peró y  se le añ adió isopropanol pu ro (0,5 ml por cada ml de Trizol),  incu b ándose 
du rante 10 minu tos a temperatu ra amb iente. Posteriormente, se ob tu vo el precipitado de 
R NA  centrif u gando a 11.000 g du rante 10 minu tos a 4 º C. E l precipitado se lavó con 1 ml 
de etanol 7 5%  (v/v), y  se centrif u gó a 7 .500 g du rante 5 minu tos. Finalmente, se dej ó secar 
el precipitado du rante u nos minu tos a temperatu ra amb iente, y  se resu spendió en agu a 
tratada con dietilpirocarb onato (D E PC) al 0,1%  (v/v). 

 
3.11.2.  Cu ant i f i caci ó n d e R N A  y  DN A  

La cu antif icación del R NA  y /o D NA  ob tenidos se realizó espectrof otomé tricamente, 
midiendo la ab sorb ancia a 2 60 nm. Para ello, el R NA /D NA  se dilu y ó en agu a (1/4 0) 
tratada con D E PC, y  se realizó u n b arrido de ab sorb ancia entre 2 00 y  300 nm para 
determinar, asimismo, la posib le contaminación de proteí nas, q u e ab sorb en a 2 8 0 nm. E n 
estas condiciones, la relación entre las ab sorb ancias A 26 0 /A 28 0  deb e estar comprendida 
entre 1,8  y  2 , para el R NA , o entre 1,7  y  1,9 , para el D NA . Para la cu antif icación, se asu mió 
q u e u na u nidad de ab sorb ancia a 2 60 nm eq u ivale a 4 0 µg/ml de R NA  o a 50 µg/ml de 
D NA . 
 
3.11.3.  E l ect r o f o r es i s  en g el es  d e ag ar o s a 
Para comprob ar el estado del R NA  y  los produ ctos de PCR , se realizaron de f orma 
ru tinaria electrof oresis en geles de agarosa. E n el primer caso se prepararon geles de 
agarosa (S erva) al 0,8 %  (p/v) en tampón TB E  (Tris-HCl 4 5 mM, ác. b órico 4 5 mM y  E D TA  
1 mM, pH 8 .0). La agarosa se disolvió en tampón TB E  con ay u da de u n microondas y  se 
dej ó polimerizar, du rante 30-4 5 min, antes de aplicar las mu estras. A lí cu otas de 1 µg de 
R NA  de cada mu estra se mezclaron con 2  µl de tampón de carga (glicerol 2 5%  (v/v), 
E D TA -Na2 1 mM, pH 8 , xileno-cianol 0,2 5%  (p/v) y  azu l de b romof enol 0,2 5%  (p/v)). E l 
volu men f inal se aj u stó a 10 µl con agu a Mili-Q  tratada con D E PC. Las mu estras se 
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cargaron en el gel y  se desarrolló la electrof oresis en tampón TB E , a 100 V  du rante 30 min. 
Posteriormente y  para el marcaj e de las mu estras en el gel, se incu b ó é ste en u n b añ o con 
b romu ro de etidio (0,5 µg ml-1 de agu a) du rante aproximadamente 15 minu tos.  
 Para evitar la contaminación por R NA asas, todo el material necesario para la 
electrof oresis (peine, soporte del gel y  cu b eta) se trató previamente con NaOH 50 mM 
du rante 2 h  y , posteriormente, se lavó con ab u ndante agu a Mili-Q  tratada con D E PC. 
 E l análisis de los produ ctos de PCR  se realizó en geles de agarosa del 0,8 -2 %  (p/v) 
en tampón TB E . U n volu men de 15 µl de cada mu estra se mezcló con 3 µl de tampón de 
carga y  se cargó en el gel. E l desarrollo electrof oré tico se ef ectu ó en tampón TB E , a 100 V  
du rante 30-12 0 min dependiendo de los casos. Como marcador de tamañ o molecu lar, se 
empleó el “ E Z  Load 100b p PCR  Molecu lar R u ler” , de B ioR ad. Como se explicó 
anteriormente, el gel f u e incu b ado tras la electrof oresis en u n b añ o con b romu ro de etidio 
(0,5 µg ml-1 de agu a) du rante aproximadamente 15 minu tos. 
 
3.12. S Í N T E S I S  DE  cDN A ,  T R A N S F OR M A CI Ó N  Y  A I S L A M I E N T O DE  
PL Á S M I DOS  R E COM B I N A N T E S  
3.12.1. Ob t enci ó n d e cDN A  p o r  t r ans cr i p ci ó n i nv er s a ( R T )  
La ob tención del cD NA  se realizó a partir del R NA  total de f ru to de pimiento ob tenido 
segú n se explica en el apartado 3.11.1. S e partió de 2  µg de R NA  total, a los q u e se les 
añ adió 1,6 µg de oligo-dT (de 2 3 pb ). S e incu b ó a 7 0º C du rante 10 minu tos, y  
posteriormente se adicionaron los sigu ientes reactivos:  dNTPs 1,5 mM, 0,03 U /µl de 
R Nasin (inh ib idor de R nasas, Finnzy mes), tampón de la enzima (Tris-HCl 2 5 mM, pH 
8 ,3, MgCl2 5 mM, KCl 50 mM y  D TT 2  mM) y  0,65 U /µl de transcriptasa inversa (A MV  
R everse Transcriptase, Finnzy mes), en u n volu men f inal de 30 µl. La reacción se llevó a 
cab o incu b ando su cesivamente du rante 4 0 minu tos a 4 2 º C, 5 minu tos a 9 8 º C, y  otros 10 
minu tos a 4 º C. La cu antif icación de los cD NA s se realizó espectrof otomé tricamente como 
se indica en el apartado 3.11.2 . 
 Para el estu dio de la expresión del gen de la Gal LDH  mediante PCR  cu antitativa a 
tiempo real se ob tu vieron cD NA s de f ru to, h oj a, f lor y  tallo de plantas de pimiento. Para 
ello se u só la transcriptasa inversa de Invitrogen (S u perS cript II R everse Transcriptase). 
E n este caso se partió de 1 µg de R NA , al q u e se le añ adió, por cada 2 0 µl de reacción f inal, 
5 ng/µl de oligo-dT y  0,5 mM de dNTPs (cada u no), completando h asta 12  µl con agu a 
tratada con D E PC. Posteriormente, se incu b ó du rante 5 minu tos a 65º C, colocando 
despu é s los tu b os en h ielo du rante 1 minu to. D espu é s de concentrar la mu estra en el 
f ondo del tu b o dándole u n pu lso de centrif u gación máxima de 10 s, se le añ adió el 
tampón de la enzima (50 mM Tris-HCl, pH 8 ,3, 7 5 mM KCl, 3 mM MgCl2), 10 mM de D TT 
y  2  U /µl de R naseOU T (Inh ib idor de R nasas, Invitrogen). D espu é s de resu spender 
su avemente se incu b ó dich a reacción a 4 2 º C du rante 2  minu tos. Pasado este tiempo se 
añ adió la transcriptasa inversa (10 U /µl), volviendo a resu spender para incu b ar 
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su cesivamente a 2 5º C du rante 10 minu tos, 4 2 º C du rante 50 minu tos y  7 0º C du rante 15 
minu tos para inh ib ir a la enzima. 
 
3.12.2. R eacci ó n en Cad ena d e l a Po l i m er as a ( PCR )  
Todas las reacciones de PCR  se llevaron a cab o en u n termociclador PCR  E xpress, de 
Hy b aid. S e realizó a partir de los cD NA s ob tenidos por transcripción inversa, así  como de 
los plásmidos para conf irmar la clonación de los distintos f ragmentos. La mezcla de 
reacción f u e la sigu iente:  2 5-50 ng de cD NA  o de plásmido, dNTPs 0,2 5 mM, tampón de la 
enzima, a la concentración indicada por el f ab ricante, con MgCl2 1,5 mM, 0,12 5 U /µl de 
enzima D NA  polimerasa (A mpli Taq  G old, R och e), y  0,2 5-0,5 µM de cada ceb ador, en 
u n volu men f inal de 2 0 µl. 
 
3.12.3. Di s eñ o  y  s í nt es i s  d e o l i g o nu cl eó t i d o s  p ar a l a o b t enci ó n d el  cDN A  t o t al  
d e l a G al L DH  y  d e cDN A  p ar ci al es  
E n el transcu rso de esta Tesis se h a ab ordado la clonación de distintos cD NA s parciales de 
pimiento entre los q u e se inclu y en actina, catal as a, A P X , M n-S O D, F e -S O D, C u Z n-S O D, 
M DA R , GR , I C DH , G6 P DH , 6 P GDH , Gal DH  y  el cD NA  total de la Gal LDH . Para el 
aislamiento de cada cD NA  en pimiento se identif icaron secu encias de plantas con cierto 
grado de identidad u tilizando el programa B LA S T del NCB I (w w w .ncb i.nlm.nih .gov). 
Posteriormente se realizó u n alineamiento entre dich as secu encias, u tilizando el programa 
OMIG A  2  (Oxf ord Molecu lar), para localizar zonas conservadas interespecí f icas, y  diseñ ar 
oligonu cleótidos degenerados a partir de esas zonas. Las secu encias alineadas f u eron 

generalmente las de tomate, 
tab aco y  arroz. D e las zonas 
conservadas encontradas se 
diseñ aron los oligonu cleótidos 
mostrados en la Tab la 3.3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5’-G G A G A A G C A ( C / T ) T ( G / T ) A T C A C ( A / T ) C C -3’R-G l D H 1

5’-G G ( C / T ) A T C A A C T T C T T ( C / T ) G A C A C -3’F-G l D H 1

5’-A T G C C C A T A C A T A A C C T C C T T -3’R-I C D H 1

5’-T G C C C T G A T G G G A A G A C T A T T G -3’F-I C D H 1

5’- C T C T C A T A T G T ( A / G ) T G A G C ( C / T ) C C -3’R-6 P G D H 1

5’- T G T A G T T A T G C T C A ( A / G ) G G G A T G -3’F-6 P G D H 1

5’-T G T C C A A G A A C A A C ( A / C ) T C T T C -3’R-G 6 P D H 1

5’-A C C A T T A ( C / T ) T G G G A A A G G A -3’F-G 6 P D H 1

5’-A C G G G A A T A G A A G T A T G G A A G G -3’R-M D A R1

5’-A A C G T G T G G T T G T T G G A G G -3’F-M D A R1

5’-A T T T C ( G / T ) T C A T C A A A A C C T C T -3’R-G R1

5’-G G T T G T G T ( G / T ) C C ( C / T ) A A A A A G A T -3’F-G R1

SecuenciasC eb ad o r es 

5’-G G A G A A G C A ( C / T ) T ( G / T ) A T C A C ( A / T ) C C -3’R-G l D H 1

5’-G G ( C / T ) A T C A A C T T C T T ( C / T ) G A C A C -3’F-G l D H 1

5’-A T G C C C A T A C A T A A C C T C C T T -3’R-I C D H 1

5’-T G C C C T G A T G G G A A G A C T A T T G -3’F-I C D H 1

5’- C T C T C A T A T G T ( A / G ) T G A G C ( C / T ) C C -3’R-6 P G D H 1

5’- T G T A G T T A T G C T C A ( A / G ) G G G A T G -3’F-6 P G D H 1

5’-T G T C C A A G A A C A A C ( A / C ) T C T T C -3’R-G 6 P D H 1

5’-A C C A T T A ( C / T ) T G G G A A A G G A -3’F-G 6 P D H 1

5’-A C G G G A A T A G A A G T A T G G A A G G -3’R-M D A R1

5’-A A C G T G T G G T T G T T G G A G G -3’F-M D A R1

5’-A T T T C ( G / T ) T C A T C A A A A C C T C T -3’R-G R1

5’-G G T T G T G T ( G / T ) C C ( C / T ) A A A A A G A T -3’F-G R1

SecuenciasC eb ad o r es 

Tabla 3.3. O li g o n u c l e ót i d o s d i s e ñad o s  
p ar a la o bt e n c i ón  d e  c D N A  p ar c i ale s  e n  
p i m i e n t o . 
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E n el caso de la catal as a, A P X , M n-S O D, F e -S O D y  C u Z n-S O D se diseñ aron 
oligonu cleótidos especí f icos directamente y a q u e la secu encia de estos genes de pimiento 
estab a y a disponib le en dich a b ase de datos. 

U na vez realizadas las amplif icaciones especí f icas de los f ragmentos, el análisis por 
electrof oresis de cada u no de los produ ctos de la PCR  mostró u na ú nica b anda a partir del 
cD NA  de f ru to roj o de pimiento, la cu al se pu rif icó de los geles de agarosa, se clonó y  se 
secu enció. S e ob tu vieron las secu encias indicadas en el A nexo I, q u e en la may orí a de los 
casos compartí an u na alta h omologí a con las correspondientes de algu nas S olanaceas 
como Nicotiana tab acu m  y  Ly cop e r s icu m  e s cu l e ntu m . A  partir de estas secu encias, se 
diseñ aron parej as de ceb adores especí f icos para pimiento, q u e f u eron los indicados en la 
Tab la 3.4 . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5’-G A T T T C T T C T C T T T C C T C C -3’F-C A T

5’-C G A T G T T C C T A T T C A A T A C C -3’R-C A T

5’-T G T G C T C C T C T T A T G C T C C -3’F-A P X

5’-C T C A A A A C C A G A A C G C T C C -3’R-A P X

5’-C A T G C A G C T T C A T C A C C A G A -3’F-M n S O D

5’-A T A A C A A G G C G C T T C A G C T C -3’R-M n S O D

5’-C A T C A C A G G A C C T A T G T C G -3’F-Fe S O D

5’-G G T G T T T T C A C A A C T A C A A G C -3’R-Fe S O D

5’-T G T T A G T G G C A C C A T C C T C T -3’F-C u Z n S O D

5’-G G C C G A T A A T A C C A C A A G C A -3’R-C u Z n S O D

5’-G C A C T G T A T G A C T G A C A C C -3’R-A C T

5’-A C T C T T A A T C A A T C C C T C C -3’F-A C T

5’ -C A G A T T C C A G C C T C C T C G T A -3’R-I C D H 2

5’-T T G T G C C A G A A G G A T C A G A C -3’F-I C D H 2

5’-C T C T C A T A T G T G T G A G C C C C -3’R-6 P G D H 2

5’-T G T A G T T A T G C T C A G G G G A T G -3’F-6 P G D H 2

5’-C A T T G A T T G A A G G A C C T -3’R-G 6 P D H 2

5’-A T T T G T T G G T G C T G C G T T -3’F-G 6 P D H 2

5’-G C C T T G A C A G C C T G C T C A G -3’R-M D A R2

5’-A T G G A G A G G G T G A A G T C C G -3’F-M D A R2

5’-C A G T G G G A G T T G C T T T C T G -3’R-G R2

5’-T T T G G T T T A T G G A G C T G C C -3’F-G R2

SecuenciasC eb ad o r es

5’-G A T T T C T T C T C T T T C C T C C -3’F-C A T

5’-C G A T G T T C C T A T T C A A T A C C -3’R-C A T

5’-T G T G C T C C T C T T A T G C T C C -3’F-A P X

5’-C T C A A A A C C A G A A C G C T C C -3’R-A P X

5’-C A T G C A G C T T C A T C A C C A G A -3’F-M n S O D

5’-A T A A C A A G G C G C T T C A G C T C -3’R-M n S O D

5’-C A T C A C A G G A C C T A T G T C G -3’F-Fe S O D

5’-G G T G T T T T C A C A A C T A C A A G C -3’R-Fe S O D

5’-T G T T A G T G G C A C C A T C C T C T -3’F-C u Z n S O D

5’-G G C C G A T A A T A C C A C A A G C A -3’R-C u Z n S O D

5’-G C A C T G T A T G A C T G A C A C C -3’R-A C T

5’-A C T C T T A A T C A A T C C C T C C -3’F-A C T

5’ -C A G A T T C C A G C C T C C T C G T A -3’R-I C D H 2

5’-T T G T G C C A G A A G G A T C A G A C -3’F-I C D H 2

5’-C T C T C A T A T G T G T G A G C C C C -3’R-6 P G D H 2

5’-T G T A G T T A T G C T C A G G G G A T G -3’F-6 P G D H 2

5’-C A T T G A T T G A A G G A C C T -3’R-G 6 P D H 2

5’-A T T T G T T G G T G C T G C G T T -3’F-G 6 P D H 2

5’-G C C T T G A C A G C C T G C T C A G -3’R-M D A R2

5’-A T G G A G A G G G T G A A G T C C G -3’F-M D A R2

5’-C A G T G G G A G T T G C T T T C T G -3’R-G R2

5’-T T T G G T T T A T G G A G C T G C C -3’F-G R2

SecuenciasC eb ad o r es

Tabla 3.4. Cebadores específ i cos u t i l i z ados en  la P CR  
sem i cu an t i t at i v a
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 Con cada u no de estos ceb adores se ob tu vo u na ú nica b anda  a partir de cD NA  de 
f ru to roj o de pimiento, q u e tamb ié n se pu rif icó del gel de agarosa, se clonó y  secu enció 
para su  comprob ación. E stos ceb adores especí f icos f u eron los u tilizados para los 
posteriores análisis de expresión mediante PCR  semicu antitativa.  
 Para el aislamiento del cD NA  completo de la G alLD H de f ru to de pimiento se 
diseñ aron ceb adores degenerados a partir del alineamiento de la secu encia de cD NA  en 
Ly cop e r s icu m  e s cu l e ntu m , Nicotiana tab acu m  y  A r ab id op s is  th al iana (Fig. 3.6). Mediante PCR  
se amplif icaron, clonaron y  secu enciaron los distintos f ragmentos. Los f ragmentos 
ob tenidos se su perponí an entre sí  dando lu gar a la secu encia incompleta (sin el extremo 
5’ ) de la G alLD H de pimiento. Para el estu dio del extremo 5’  se empleó la té cnica R A CE  
descrita en el apartado 3.13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.12.4. Pu r i f i caci ó n d e f r ag m ent o s  d e cDN A  y  l i g aci ó n en v ect o r es  d e cl o naci ó n 
Los f ragmentos de cD NA  se pu rif icaron a partir de geles de agarosa. Para recu perar los 
f ragmentos de cD NA  de los geles se u tilizó el mé todo comercial “ G FX  PCR  D NA  and G el 
B and Pu rif ication Kit”  de A mersh am B iosciences, sigu iendo las instru cciones del 
f ab ricante. 
 Las b andas del gel extraí das se solu b ilizaron a 60º C du rante 10 minu tos con u n 
agente caotrópico q u e desnatu raliza las proteí nas, disu elve la agarosa y  provoca la u nión 
del D NA  a u na matriz de f ib ra de vidrio. E sta mezcla se cargó en u na colu mna 

5’-G C ( C / T ) G T A A A C C A A C C A A G A -3’R-3’G L D H  P P

5’-A T G G G T T G G A A T C A T T A T G -3’F-3’G L D H  P P

5’-G T A A C G G T G T G G A G A T C -3’R-5’G L D H  P P

5’-C A A A A C G A C T ( A / C / G ) C G T T C A A -3’F-5’G L D H  P P

5’-C G G T T T G G G T C C A G C T C C -3’R-G L D H  P P B

5’-C T C A A T C T T ( A / C / T ) G C C C A A T G -3’R-G L D H  P P A

5’-G C T C A G C T A T T ( C / T ) C G ( G / T ) T A ( C / T ) G C T C C -3’F-G L D H  P P B

5’-T C ( A / G / T ) C T T C C A A A C G C T C T C T -3’F-G L D H  P P A

5’-G G A T T G C A T G T C A C A A C C A C -3’R-G L D H  P P

5’-T T A C T C T T C A G A A C T T T G C -3’F-G L D H  P P

SecuenciasC eb ad o r es

5’-G C ( C / T ) G T A A A C C A A C C A A G A -3’R-3’G L D H  P P

5’-A T G G G T T G G A A T C A T T A T G -3’F-3’G L D H  P P

5’-G T A A C G G T G T G G A G A T C -3’R-5’G L D H  P P

5’-C A A A A C G A C T ( A / C / G ) C G T T C A A -3’F-5’G L D H  P P

5’-C G G T T T G G G T C C A G C T C C -3’R-G L D H  P P B

5’-C T C A A T C T T ( A / C / T ) G C C C A A T G -3’R-G L D H  P P A

5’-G C T C A G C T A T T ( C / T ) C G ( G / T ) T A ( C / T ) G C T C C -3’F-G L D H  P P B

5’-T C ( A / G / T ) C T T C C A A A C G C T C T C T -3’F-G L D H  P P A

5’-G G A T T G C A T G T C A C A A C C A C -3’R-G L D H  P P

5’-T T A C T C T T C A G A A C T T T G C -3’F-G L D H  P P

SecuenciasC eb ad o r es

5’ 3’

F-G L D H p p A F-G L D H p p B F-G L D H p pF-5’G L D H p p

R-3’G L D H p pR-G L D H p p R-G L D H p p A R-G L D H p p BR-5’G L D H p p

F-3’G L D H p p
ORF5’ 3’

F-G L D H p p A F-G L D H p p B F-G L D H p pF-5’G L D H p p

R-3’G L D H p pR-G L D H p p R-G L D H p p A R-G L D H p p BR-5’G L D H p p

F-3’G L D H p p
5’ 3’5’ 3’

F-G L D H p p A F-G L D H p p B F-G L D H p pF-5’G L D H p p

R-3’G L D H p pR-G L D H p p R-G L D H p p A R-G L D H p p BR-5’G L D H p p

F-3’G L D H p p
ORF

Fig. 3.6. Cebadores diseñados p ara el  aisl am ien t o del  c D N A de G al L D H a p art ir del  al in eam ien t o en t re l as 
sec u en c ias de c D N A de Lycopersicum escul en t um,  N icot ia n a t a b a cum y A ra b i d opsis t h a l ia n a .  ORF, Op e n
Re a d i n g Fr a g m e n t
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proporcionada por el kit y, tras  u na b rev e centrif u g ació n s e añ adió  u na s olu ció n de 
lav ado q u e contiení a tam pó n Tris -H C l 10  m M , pH  8.0 , E DTA  1m M  y etanol 80 %  ( v / v )  
para arras trar las  proteí nas  y las  s ales  contam inantes  m ediante otra b rev e centrif u g ació n. 
E l proces o s e com pletab a con u n ú ltim o pas o de elu ció n del corres pondiente DN A  con 
ag u a. 
 Des pu és  de la pu rif icació n de los  f rag m entos  de DN A , és tos  s e clonaron en el 
v ector pGE M -T E as y, de P rom eg a, u s ando el s ig u iente protocolo:  5 0  ng  del plá s m ido, 3 
U  de la enz im a T4  DN A  lig as a y la cantidad q u e indica el protocolo de la enz im a, en u n 
v olu m en f inal de 10  µl de m ez cla de reacció n, e incu b á ndos e a tem peratu ra am b iente 
du rante 1 h . L a cantidad de f rag m ento de DN A  u s ado para la lig ació n s e determ inó  s eg ú n 
la s ig u iente f ó rm u la:  
 
 
 
 u tiliz ando u na proporció n m olar ins erto: v ector com prendida entre 3: 1 y 1: 3. 
 
3.1 2 .5. P r e p a r a c i ó n  d e  c é l u l a s  c o m p e t e n t e s  d e  Escherichia co l i 
E l m étodo u tiliz ado f u e el des crito por H anah an ( 1983) . Se cu ltiv aron b acterias  E. coli 
DH 5 α en 5  m l de m edio L B  [ L u ria-B ernati:  Triptona 1%  ( p/ v ) , ex tracto de lev adu ra 0 ,5 %  
( p/ v ) , N aC l 1%  ( p/ v ) , pH  7 ,0 ]  a 37 º C  du rante 12 -15  h . Se adicionaron 4  m l de es te cu ltiv o 
a 10 0  m l de m edio L B  s u plem entado con M g SO 4 10  m M . Se incu b ó  a 37 º C  h as ta q u e el 
cu ltiv o alcanz ó  u na DO 6 0 0  de 0 ,4 -0 ,6  ( f as e log arí tm ica) , y entonces  s e detu v o el crecim iento 
del cu ltiv o colocá ndolo en h ielo du rante 15  m in. L as  b acterias  s e recu peraron por 
centrif u g ació n a 4 .30 0  g  du rante 10  m in a 4 º C . E l s ob renadante s e des ech ó  y el precipitado 
s e res u s pendió  en 32  m l de u na s olu ció n com pu es ta por Rb C l 10 0  m M , M nC l2 5 0  m M , 
C aC l2 10 ,2  m M , acetato potá s ico 30  m M  y g licerol 12 %  ( v / v ) , pH  5 ,8, preenf riada a 4 º C , 
incu b á ndos e en h ielo du rante 15  m in. Se v olv ió  a centrif u g ar a 4 .30 0  g  du rante 10  m in a 
4 º C , y el precipitado s e res u s pendió  en otra s olu ció n com pu es ta por C A P S 10 0  m M , Rb C l 
10  m M , C aC l2 7 5  m M  y g licerol 12 %  ( v / v ) , pH  6 ,8, preenf riada tam b ién a 4 º C . Se h icieron 
alí cu otas  de las  b acterias  y s e g u ardaron a –80 º C . 

 
3.1 2 .6. T r a n s f o r m a c i ó n  d e  b a c t e r i a s  c o m p e t e n t e s  
Se u s ó  el m étodo des crito por L u cotte & B aneyx  ( 1993) . L as  b acterias  E. coli DH 5 α, 
m antenidas  a –80 º C , s e des cong elaron en h ielo, tras  lo cu al s e añ adieron 5 0 -10 0  ng  de los  
plá s m idos  de interés , y s e m antu v ieron du rante 30  m in en h ielo. P os teriorm ente, s e 
calentaron a 4 2 º C  du rante 90  s , colocá ndos e de nu ev o en h ielo du rante 5  m in. A  es ta 
m ez cla s e le adicionaron 1 m l de m edio L B  ( dil. 1: 5 )  y s e incu b ó  a 37 º C  du rante 1 h , con 
ag itació n. L a s u s pens ió n de b acterias  s e s em b ró  en placas  de P etri conteniendo u n m edio 
com ercial ( S-GA L  / L B  A g ar B lend, Sig m a)  com pu es to por L B  ( dil. 1: 5 ) , ag ar 1,2 %  ( p/ v ) , 

ng de vector · tamaño del inserto (Kb)

tamaño del vector (Kb)
x razón molar inserto : vector = ng inserto

ng de vector · tamaño del inserto (Kb)

tamaño del vector (Kb)
x razón molar inserto : vector = ng inserto
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S-Gal ( 3,4 -cicloh ex enoes cu letina-β-D-g alactopiranó s ido)  0 ,0 3%  ( p/ v ) , citrato de am onio 
f érrico 0 ,0 5 %  ( p/ v )  e I P TG ( 1-is opropil-β-D-1-tiog alctopiranó s ido)  0 ,0 0 3%  ( p/ v ) , 
s u plem entando con 5 0  µ g / m l de am picilina, y s e incu b aron du rante toda la noch e a 37 º C . 

 
3.1 2 .7. A i s l a m i e n t o  d e  p l á s m i d o s  r e c o m b i n a n t e s  
Se s eleccionaron las  colonias  indiv idu ales  crecidas  en las  placas  a partir de las  cu ales  s e 
iniciaron cu ltiv os  en 3 m l de L B  ( dil. 1: 5 )  con am picilina ( 10 0  µ g / m l) , q u e s e incu b aron a 
37 º C  en u n ag itador orb ital a 190  rpm . C u ando los  cu ltiv os  alcanz aron u na DO 6 0 0  de 0 ,6  
( 12 -16  h ) , s e centrif u g aron a 10 .0 0 0  g  du rante 5  m in para precipitar las  b acterias , y s e 
procedió  a la ex tracció n del DN A  plas m í dico u tiliz ando el m étodo com ercial “W iz ard 
P lu s  SV  M iniprep”  de P rom eg a ( F ig . 3.7 ) . 

Todas  las  operaciones  f u eron realiz adas  a tem peratu ra am b iente. L as  b acterias  s e 
res u s pendieron en 2 5 0  µl de tam pó n Tris -H C l 5 0  m M , pH  7 ,5 , E DTA  10  m M , Rnas a A  10 0  
µ g / m l. Des pu és , s e les  añ adió  2 5 0  µl de s olu ció n de lis is  [ N aO H  0 ,2  M  y SDS 1%  ( p/ v ) ]  y 
s e incu b aron du rante 1-5  m in. Seg u idam ente, s e le añ adió  10  µl de u na s olu ció n de 
proteas as , incu b á ndos e du rante 5  m in, tras  los  cu ales , s e le añ adió  35 0  µl de s olu ció n de 
neu traliz ació n ( acetato potá s ico 0 ,7 5 9 M , g u anidina-H C l 4 ,0 9 M  y á cido acético g lacial 2 ,12  
M , pH  4 ,2 ) . E s ta m ez cla s e centrif u g ó  a 14 .0 0 0  g  du rante 10  m in, y el s ob renadante s e pas ó  
por la colu m na es pecif icada en el m étodo com ercial, de f orm a q u e el DN A  q u edó  f ij ado a 
la res ina de la m is m a. Se centrif u g ó  a 14 .0 0 0  g  du rante 1 m in, y pos teriorm ente s e le 
añ adieron 7 5 0  µl de u na s olu ció n de lav ado [ acetato potá s ico 6 0  m M , Tris -H C l 10  m M , pH  
7 ,5 , etanol 6 0 %  ( v / v ) ] , v olv iéndos e de nu ev o a centrif u g ar a 14 .0 0 0  g  du rante 1 m in. Se 
v olv ió  a lav ar de nu ev o la colu m na con 2 5 0  µl de s olu ció n de lav ado, y s e centrif u g ó  
du rante 2  m in en las  m is m as  condiciones  anteriores . F inalm ente, el DN A  s e elu yó  de la 
colu m na añ adiendo 10 0  µl de ag u a a la m is m a y centrif u g ando a 14 .0 0 0  g  du rante 1 m in. 
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Fig. 3.7. Aislamiento de DNA p lasmídic o
a p ar tir  de c u ltiv os b ac ter ianos 
(“W iz ar d P lu s S V  M inip r ep ” de 
P r omega)
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3.1 3. O B T E N C I Ó N  D E L  E X T R E M O  5’  D E  L A  Gal L D H  M E D I A N T E  R A C E  
( R ap id  A m p l if icat io n  C  En d ) 
P ara ab ordar el es tu dio del ex trem o 5 ’  del g en de la Ga lL D H  de f ru to de pim iento s e h a 
u tiliz ado el kit “B D SM A RT RA C E  cDN A  A m plif ication”  de B D B ios cience. E s te 
protocolo s e centra en la u tiliz ació n com b inada del olig onu cleó tido B D SM A RT I I  A  y la 
trans criptas a inv ers a ( RT)  P ow erScript, la cu al pres enta u na activ idad trans f eras a 
term inal q u e añ ade de 3-5  res idu os  de dC  al ex trem o 3’  de la prim era copia de cDN A  ( F ig . 
3.8) . A  s u  v ez  la z ona term inal del O lig o B D SM A RT contiene res idu os  de dG q u e s e 
alinean es pecí f icam ente con los  de dC  de la prim era h eb ra de cDN A  copiada por la RT a 
partir de u n olig o-dT, dando lu g ar as í  a u na dob le h eb ra de cDN A , copia del RN A  
orig inal q u e adem á s  contiene u na s ecu encia B D SM A RT adicional. E s ta s ecu encia B D 
SM A RT adicional es  com plem entaria al olig onu cleó tido U P M  ( U niv ers al P rim er A  M ix )  
q u e tam b ién es  proporcionado por dich o kit. 

Se ais ló  el RN A  de f ru to roj o de la v ariedad V erg as a m ediante el m étodo des crito 
en el apartado 3.11.1. P rim ero s e realiz ó  la RT-RA C E  ( F ig . 3.8)  para ob tener el cDN A  con 
el f rag m ento 5 ’  B D SM A RT, des crito anteriorm ente. Sig u iendo el protocolo proporcionado 
por la cas a com ercial, y para u n v olu m en f inal de reacció n de 10  µl, s e añ adieron 0 ,7  µg  de 
RN A , 1,2  µ M  del ceb ador 5 ’ -C DS ( poliT m odif icado) , 1,2  µ M  del olig onu cleó tido B D 
SM A RT I I  A , y s e com pletó  con ag u a tratada con DE P C . Tras  res u s pender 
adecu adam ente, incu b am os  la m ez cla a 7 0 º C  du rante 2  m inu tos . P os teriorm ente, s e 
incu b ó  a 4 º C  du rante 2  m in y s e com pletó  la m ez cla de reacció n ( 10  µl)  con tam pó n “F irs t 
Strand” , DTT 2 m M , dN TP s  1m M  ( cada u no)  y 1 µl de “B D P ow erScript Rev ers e 
Trans criptas e” . L a m ez cla s e incu b ó  du rante 90  m in a 4 2 º C  en u n term ociclador P C R 
E x pres s , de H yb aid. F inalm ente, s e le añ adió  10 0  µl de tam pó n Tricina-E DTA  al produ cto 
de RT-RA C E  y s e incu b ó  a 7 2 º C  du rante 7  m in. 

P ara la pos terior clonació n de la copia de cDN A  del ex trem o 5 ’  del g en de la 
GalL DH  s e llev ó  a cab o la P C R-RA C E  en u n v olu m en f inal de reacció n de 5 0  µl q u e 
contení a:  tam pó n para P C R “B D A dv antag e 2 ”  y “B D A dv antag e 2  P olym eras e M ix ”  a la 
concentració n indicada por el f ab ricante, dN TP  0 ,2  m M  ( cada u no) , 2 ,5  µl del produ cto de 
RT-RA C E  conv enientem ente dilu ido, el olig onu cleó tido U P M  y 0 ,4  µ M  del ceb ador 
es pecí f ico del g en ( GSP 1)  dis eñ ado en f orm a de antis entido ( Q -R-GL DH pp1) . Des pu és  el 
produ cto de dich a P C R s e s om etió  a electrof ores is  en ag aros a, dando lu g ar a u na ú nica 
b anda q u e s e pu rif icó  del g el, s e clonó  y s ecu enció . 
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Fig. 3.8. RT-P C R p a r a  l a  o b t e n c ión  d e   c o p i a s  d e  c D N A d e l  e x t r e m o  5 ’ d e  l a  G a l L D H  a  p a r t ir  d e l  K it  “B D  S M A RT
RA C E  c D N A  A m p l if ic a t io n ” d e  B D  B i o s c ie n c e s .
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3.1 4 . P C R  S E M I C U A N T I T A T I V A  
P ara el es tu dio de la ex pres ió n de los  g enes  de las  enz im as  ca t a la s a ,  A P X ,  GR ,  M D A R ,  
G6 P D H ,  6 P GD H ,  N A D P -I C D H ,  F e -S O D ,  M n -S O D ,  C u Z n -S O D  y Ga lL D H  de f ru tos  de 
dis tintas  v ariedades  de pim iento, s e u tiliz ó  la técnica de P C R s em icu antitativ a ( M arone et 
al., 2 0 0 1) . E s ta técnica perm ite com parar la cantidad de u n m RN A  determ inado entre 
m u es tras  dis tintas , ya q u e s i la reacció n de P C R s e detiene en aq u ella z ona en la q u e la 
cantidad de DN A  am plif icado aú n s e encu entra en z ona ex ponencial, la intens idad de las  
b andas  am plif icadas  es  proporcional a la cantidad inicial del cDN A  en la m u es tra. 
A dem á s  es  im pres cindib le el u s o de u n g en control ( en nu es tro cas o h em os  u tiliz ado la 
actina) , cu ya ex pres ió n s ea cons titu tiv a y, por tanto, no v arí e entre las  dis tintas  
s itu aciones . É s to perm ite norm aliz ar la intens idad de las  b andas  con res pecto a es te 
control interno, y m inim iz ar de es ta f orm a el error ex perim ental. 

U na v ez  ob tenidos  los  cDN A  de los  dis tintos  f ru tos , s e m idió  s u  concentració n y s e 
h icieron dilu ciones  de los  m is m os  de f orm a q u e en todos  ellos  s e dis pu s iera de la m is m a 
concentració n inicial de cDN A  total. Se pu s o a pu nto el nú m ero de ciclos  en los  cu ales  la 
cantidad de DN A  am plif icado por la polim eras a s e encontras e en f as e ex ponencial, q u e 
f u eron los  q u e s e indican en la F ig . 1 del A nex o I I . P ara as eg u rarnos  q u e todos  los  tu b os  
de reacció n contení an la m is m a cantidad de reactiv os , y as í  partir de las  m is m as  
condiciones  en cada u no de ellos , el procedim iento ex perim ental f u e el s ig u iente:  a)  s e 
realiz ó  u na m ez cla q u e contení a todos  los  reactiv os  m enos  los  cDN A  y los  ceb adores . De 
es ta f orm a nos  as eg u ram os  de q u e en todos  los  tu b os  s e partí a de la m is m a cantidad de 
enz im a;  b )  s eg u idam ente, es ta m ez cla s e repartió  en los  v olú m enes  neces arios  para dos  
reacciones  de P C R, y a cada tu b o s e le añ adieron 6 0  ng  del corres pondiente cDN A , 
dis trib u yéndos e es te v olu m en, a s u  v ez , en otros  dos  tu b os . A s í  s e as eg u rab a q u e en cada 
tu b o tu v iés em os  la m is m a cantidad de cDN A ;  y c)  u na v ez  repartidos , a cada tu b o s e le 
añ adieron s u s  ceb adores  corres pondientes , b ien los  del g en control ( actina)  o b ien los  del 
g en prob lem a. 

L as  reacciones  s e llev aron a cab o de la s ig u iente f orm a:  30  ng  de cDN A , dN TP s  
0 ,2 5  m M , tam pó n de la enz im a con M g C l2 2 ,5  m M , 0 ,5  U  de enz im a polim eras a 
( H otM as ter Taq  DN A  P olym eras e, E ppendorf )  y de 0 ,5  µ M  de cada ceb ador, en u n 
v olu m en f inal de reacció n de 2 0  µl. E l prog ram a de P C R u tiliz ado s e detalla en la Tab la 
3.5 . L os  tu b os  s om etidos  a u n nú m ero m enor de ciclos  s e retiraron du rante la etapa 
nú m ero tres  del prog ram a de P C R. E n aq u ellos  cas os  donde el nú m ero de ciclos  era 
idéntico en am b as  reacciones  s e om itió  la etapa 3 de dich o prog ram a y s e s acaron todos  
los  tu b os  al m is m o tiem po, al f inaliz ar la reacció n. L os  f rag m entos  ob tenidos  de cada P C R 
s e analiz aron por electrof ores is  en g eles  de ag aros a al 0 ,8-1%  ( p/ v )  en tam pó n TB E . 

L os  ceb adores  u s ados  en es te cas o s on los  m is m os  q u e s e indican en la Tab la 3.4 . 
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3.15 . P C R  C U A N T I T A T I V A  A  T I E M P O  R E A L  
La transcripción inversa, combinada con la técnica de PCR es el método más sensible para 
la detección de u n mRN A  especí fico (W ang  y  B row n, 1 9 9 9 ).  La técnica de “ PCR 
cu antitativa a tiempo real”  (Q RT -PCR)  es u n poderoso avance dentro de la metodolog í a 
básica de PCR.  Con ella, mediante la u tiliz ación de estrateg ias apropiadas para la 
detección de flu orescencia, es posible cu antificar la cantidad  inicial de ácidos nu cleicos en 
u na mu estra.  E sta cu antificación se consig u e a partir del valor del incremento de 
flu orescencia du rante la fase ex ponencial de la PCR, obtenido de medidas realiz adas en 
cada ciclo de amplificación.  

La cu antificación basada en medidas a tiempo final son inex actas debido a q u e los 
valores, a dicho tiempo, pu eden verse fu ertemente influ enciados por la limitación de los 
reactivos, peq u eñ as diferencias en los componentes de la reacción o por las condiciones de 
los ciclos.  E n cambio, el nú mero de copias inicial de ácidos nu cleicos pu ede ser 
cu antificado du rante la PCR a tiempo real basándose en el ciclo u mbral (threshold cycle, 
Ct), q u e se define como el nú mero de ciclos al cu al la flu orescencia se incrementa de 
forma estadí sticamente sig nificativa sobre el ru ido de fondo.  E ste valor de Ct es 
inversamente sig nificativo sobre el ru ido de fondo, y  es inversamente proporcional al 
log aritmo del nú mero de copias iniciales.  Por tanto, a menor valor de Ct, may or es la 
cantidad de molécu las iniciales.  Las medidas de flu orescencia se realiz an a lo larg o de la 
fase ex ponencial de la amplificación, cu ando la eficiencia de la PCR no se ha visto 
afectada aú n por la limitación de los reactivos.  

E n nu estro caso, el análisis de los niveles de ex presión del g en q u e codifica para la 
enz ima  G alLD H  se realiz ó mediante la técnica de PCR a tiempo real.  

S e aisló el RN A  de fru tos madu ros (roj os o amarillos) e inmadu ros (verdes), hoj as, 
flores y  tallos de plantas de pimiento de las variedades V erg asa y  B iela.  E l RN A  fu e 

1) 9 5 º C ,  10  m i n
2 ) 9 5 º C ,  3 0  s e g

5 5 º C ,  3 0  s e g
7 2 º C ,  4 5  s e g

3 ) 4 º C ,  2  m i n
4 ) 9 4 º C ,  2 0  s e g

5 5 º C ,  2 0  s e g
7 2 º C ,  4 5  s e g

5 )            7 2 º C ,  10  m i n

x   2 8

x   4

1) 9 5 º C ,  10  m i n
2 ) 9 5 º C ,  3 0  s e g

5 5 º C ,  3 0  s e g
7 2 º C ,  4 5  s e g

3 ) 4 º C ,  2  m i n
4 ) 9 4 º C ,  2 0  s e g

5 5 º C ,  2 0  s e g
7 2 º C ,  4 5  s e g

5 )            7 2 º C ,  10  m i n

x   2 8

x   4

Tabla.3.5. Programa utilizado en el anális is  p or PC R  s emic uantitativ a de la ex p res ión de algunos  genes  de 
enzimas  de f rutos  de p imiento de dis tintas  v ariedades  y  es tados  de madurac ión. El núm e r o  d e  c i c lo s   y  la  
t e m p e r a t u r a  d e  h i b r i d a c i ón e s  v a r i a b le  s e g ún la  p a r e j a  d e  c e b a d o r e s  u t i l i z a d o s ,  t a l y  c o m o  s e  i nd i c a  e n la  F i g .  1  d e l 
A ne x o  I I .
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convertido en cD N A  mediante transcripción inversa como se indica en el apartado 3 . 1 2. 1 .  
y  cu antificado mediante PCR a tiempo real, u tiliz ando cebadores especí ficos para el g en 
de control interno a cti n a  y  para el g en problema G a lL D H .  
 
3.15 .1. C e b a d o r e s  u s a d o s  
S e diseñ aron parej as de cebadores para amplificar secu encias especí ficas (de 1 0 0 -20 0  pb) 
de los g enes de pimiento q u e codifican para las enz imas G alLD H  y  actina, siendo este 
ú ltimo el patrón interno (constitu tivo) de cara a cu antificar la ex presión de los g enes 
investig ados (T abla 3 . 6 . ).  
 
 
 
 
 
 

 
 

3.15 .2. O p t i m i z a c i ó n  d e  l a  P C R  a  t i e m p o  r e a l  
E l protocolo de la PCR fu e optimiz ado para q u e todas las parej as de cebadores pu dieran 
ser ensay adas en paralelo a la misma temperatu ra de hibridación.  D e este modo se 
pretendí a evalu ar al mismo tiempo la abu ndancia relativa de cada transcrito en las 
diferentes mu estras.  T ras realiz ar distintas pru ebas, con diferentes temperatu ras de 
hibridación (4 8 -6 8 º C) y  realiz ando la PCR en tres pasos (hibridación y  polimeriz ación a 
distintas temperatu ras), se encontró q u e el protocolo óptimo para realiz ar la PCR consistí a 
en u na temperatu ra de hibridación de 6 7 ,2º C y  u na de polimeriz ación de 7 2º C.  

A  la temperatu ra seleccionada (6 7 ,2º C), se determinó empí ricamente la eficiencia 
de la amplificación (E ), para cada parej a de cebadores, de acu erdo con la ecu ación q u e se 
indica en la F ig .  3 . 9 .  (Liu  y  S aint, 20 0 2), donde Rn,A y  Rn,B corresponden a la u nidad de 
flu orescencia relativa (RF U ) a dos u mbrales A  y  B  arbitrarios, fij ados en la parte 
ex ponencial de u na cu rva de amplificación determinada, y  CtA y  CtB corresponden a los 
ciclos u mbrales arbitrarios A  y  B , respectivamente.   

 
 
 
 
 
 
 
 

5’-T C C T T T T G A C C C A T C C C T A C C A T A A C A C -3’Q-R-A c t 1 P P
5’-C A A A C A G G T T T T A A A A G A T G G C A G A T G A A G -3’Q-F-A c t 1 P P
5’-G G T A A C C A G T T T C A T G C T T A T G A C T T G C T C -3’Q-R-G L D H 1 P
5’-G T T A C T G T A C A A G C T G G G A T T C G G G T T C -3’Q-F-G L D H 1 P

SecuenciasC eb ad o r es

5’-T C C T T T T G A C C C A T C C C T A C C A T A A C A C -3’Q-R-A c t 1 P P
5’-C A A A C A G G T T T T A A A A G A T G G C A G A T G A A G -3’Q-F-A c t 1 P P
5’-G G T A A C C A G T T T C A T G C T T A T G A C T T G C T C -3’Q-R-G L D H 1 P
5’-G T T A C T G T A C A A G C T G G G A T T C G G G T T C -3’Q-F-G L D H 1 P

SecuenciasC eb ad o r es

Tabla 3.6. Cebadores utilizados en la PCR cuantitativa a tiempo real 
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3.15 .3. P r o t o c o l o  
La PCR a tiempo real se realiz ó en placas de 9 6  pocillos en u n termociclador iCy cler (B io-
Rad).  La mez cla de reacción, en u n volu men final de 25  µl, consistió en tampón de 
reacción [ T ris-H Cl 20  mM , pH  8 ,4  y  K Cl 5 0  mM ] , M g Cl2 1 ,5  mM , cebadores 20 0  nM  (cada 
u no), 1 U  de D N A  polimerasa (Platinu m T aq  D N A  Polimerase, I nvitrog en), dN T Ps 
(1 : 1 : 1 : 1 ) 0 ,2 mM  (cada u no), 2,5  µl de S Y B R G reen I  (M olecu lar Probes), dilu ido 1 0 . 0 0 0  
veces (1 8  µl de D M S O , 1  µl de flu oresceí na, 1 µl de S y B rG reen en 1 0  ml de ag u a), y  1  µl de 
cD N A .  La mez cla de reacción se homog eneiz ó convenientemente, y  se transfirieron 
alí cu otas de 23  µl a cada pocillo de la placa.  Para cada mu estra individu al, y  para cada 
parej a de cebadores, se prepararon 6  repeticiones de la reacción de la PCR.  T odo el 
proceso se llevó a cabo a 4 º C.  T ambién se inclu y ó u n control neg ativo de la PCR (sin 
cD N A ).  E l prog rama de PCR consistió en 1  ciclo de 3  minu tos a 9 5 º C y  de 4 0  ciclos de 3 0  s 
de desnatu raliz ación a 9 5 º C y  3 0  s de hibridación a 6 7 ,2º C, y  4 0  s de ex tensión a 7 2º C, 
siendo esta ú ltima etapa de 7 2º C  en la q u e se midió la flu orescencia.  A demás, para 
estu diar la cu rva de M elt, se añ adió u n ciclo de 1  min a 9 5 º C, otro de 1  min a 7 0 º C y  6 0  
ciclos de 1 0  s a 7 0 º C,.  
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Fig. 3.9. Cál c u l o  d e  l a  e f ic ie n c ia  d e  l a  a m p l if ic a c ión  ( E )  p a r a  l a  c u r v a  d e  P CR . La unidad de fluorescencia relativa 
( R F U )  es determ inada a dos um b rales arb itrarios ( A  y  B )  dentro de la fase ex p onencial de la curva de am p lificación.  E  se 
calculó de acuerdo con la ecuación [ 1 ] .
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3.15 .4. A n á l i s i s  d e  l o s  d a t o s  
Los valores de Ct para los distintos g enes se obtu vieron u tiliz ando el prog rama iCy cler I Q  
versión 3 . 0 a (B io-Rad).  
 

a) A n á l i s i s  d e  l a e x p r e s i ó n  d e   l o s  g e n e s  c o n s t i t u t i v o s  m e d i an t e  e l  m é t o d o  2  -∆ C t  
Con el obj eto de determinar el efecto del tratamiento ex perimental en la ex presión 

del g en control interno seleccionado (actina), los valores de Ct, fu eron analiz ados 
mediante el método de 2 -∆C t  (Livak  y  S chmittg en, 20 0 1 ).   D icho método se pu ede aplicar 
para verificar q u e la ex presión del g en constitu tivo no se ve afectada por el tratamiento 
ex perimental, siempre q u e la eficiencia de la reacción de amplificación (E ) esté próx ima a 
1 .  E n este caso, 

                  ∆ C t  =  C t PI – C t PM 

 
donde CtPI y  CtPM  corresponden a los valores de Ct del g en control interno en las 

mu estras de pimiento verde (inmadu ro) y  pimiento  roj o o amarillo (madu ro), 
respectivamente.  

 
b) A n á l i s i s  d e  l a e x p r e s i ó n  g é n i c a r e l at i v a m e d i an t e  e l  m é t o d o  d e  2  -∆∆C t  
E l análisis de la ex presión relativa del g en problema G a lL D H  se realiz ó mediante el 

método de 2 -∆∆C t  (Livak  y  S chmittg en, 20 0 1 ).  Los datos fu eron representados como el 
cambio produ cido en la ex presión g énica en los fru tos madu ros (roj os o amarillos), 
normaliz ado frente a u n g en control interno (constitu tivo) y  relativo a los de fru tos verdes.  
Los valores de ex presión relativa fu eron calcu lados de acu erdo con la sig u iente ecu ación:  

 
        ∆∆C t   =   (  C t  g e n  p r o b l e m a   –   C t  g e n  c o n s t i t u t i v o  )  P I –  (  C t  g e n  p r o b l e m a   –  C t  g e n  c o n s t i t u t i v o  )  P M 
 

E sta fórmu la se pu ede aplicar siempre q u e las eficiencias de la amplificación del 
g en problema y  del g en constitu tivo sean aprox imadamente ig u ales entre sí  y  próx imas a 
1 .  

 
3.16 . M I C R O S C O P Í A  E L E C T R Ó N I C A  
3.16 .1. U l t r a e s t r u c t u r a  d e  f r u t o s  d e  p i m i e n t o  
S e realiz aron cortes de fru tos de pimiento de aprox imadamente 1  mm3, q u e se fij aron en 
u na solu ción de g lu taraldehí do al 3 %  (v/ v) y  p-formaldehido al 4 %  (p/ v) preparados en 
tampón fosfato potásico 1 0 0  mM , pH  7 ,2, du rante 3  h a temperatu ra ambiente y  en 
ag itación.  Los cortes se lavaron 3  veces en el tampón fosfato potásico.  A  continu ación los 
cortes se  deshidrataron por incu baciones su cesivas con etanol (3 0 , 5 0 , 7 0 , y  1 0 0 % ;  v/ v), en 
intervalos de 20   min.   Las   mu estras   se  mantu vieron  a –20 º C a partir de la etapa del 
7 0 %  de etanol.  D espu és de la deshidratación, los cortes se infiltraron g radu almente en 



 8 0  

resina LR W hite (LRW ) preparada en series de etanol (25 -1 0 0 % ;  v/ v) en intervalos de 4  h 
e infiltración final de 1 2 h.  La polimeriz ación se realiz ó a -20 º C con lu z  u ltravioleta.  Previo 
a la deshidratación con etanol las mu estras se incu baron con ferricianu ro al 1 %  (p/ v) y  
O sO 4 al 1 %  (p/ v) du rante 2,5  h lavándose posteriormente 3  veces con ag u a.  
 
3.16 .2. P e r o x i s o m a s  p u r i f i c a d o s  
Para comprobar el g rado de pu rez a de la fracción de perox isomas pu rificada mediante 
centrifu g ación en g radientes de sacarosa se llevó a cabo u na observación al microscopio 
electrónico de los org ánu los pu rificados.  

S e u tiliz ó básicamente el método de S au tter et al.  (1 9 8 1 ).  Los org ánu los se ex traj eron 
del g radiente mediante pu nción y  su cción su ave con u na j ering a, tal como se indicó en el 
apartado 3 . 5 .  La fij ación de las fracciones del g radiente q u e contení an los org ánu los se 
realiz ó en u n bañ o de hielo du rante 3 0  min con u na solu ción (relación 1 : 1 ) compu esta de 
formaldehido al 2%  (v/ v), g lu taraldehido al 2,5 %  (v/ v) y  sacarosa al 5 4 ,7 %  (p/ v), en 
tampón fosfato potásico 5 0 mM , pH  7 ,6 .   

T ras la fij ación, la concentración de sacarosa se redu j o a la mitad por dilu ción (1 : 1 ) 
de la mez cla anterior en el mismo medio sin sacarosa  y  se centrifu g ó a 1 2. 0 0 0  g  en u n 
rotor S S -3 4  (S orvall) du rante 1 5  min a 4 º C.  E l precipitado se resu spendió en 1  ml de 
tampón fosfato potásico 5 0  mM , pH  7 ,6  con g lu taraldehí do al 2,5 %  (v/ v) y  se incu bó de 
nu evo en bañ o con hielo du rante 3 0  min.  D icha su spensión se centrifu g ó a 20 . 0 0 0  g  en u n 
rotor S S -3 4  du rante 1 2 min, y  el precipitado se lavó de nu evo con el mismo tampón, 
volviéndose a centrifu g ar en las mismas condiciones.  E l precipitado final se inclu y ó en 
ag ar al 2%  (p/ v) y , u na vez  fraccionado, se lavó con tampón fosfato potásico 5 0  mM , pH  
7 ,6 , du rante 3 0  min (3  x  1 0  min), seg u ido de u na posfij ación en O sO 4 al 1 %  (p/ v) en 
cacodilato-N a 0 ,1 5  M , pH  7 ,3  du rante 1  hora a 0 -4 º C.  

D espu és de 2 horas de lavado (4  x  3 0  min), las mu estras se deshidrataron en series 
su cesivas de etanol (3 0 - 1 0 0 % , v/ v;  20  min en cada etapa), y  se inclu y eron en resina.  La 
inclu sión se realiz ó en E pon, en cápsu las de g elatina, y  la polimeriz ación se efectu ó en 
estu fa a 6 0 º C du rante 24  h.  Las secciones se cortaron con u n u ltramicrotomo Reichert-J u ng   
U ltracu t E  y  se tiñ eron con citrato de plomo y  acetato de u ranilo para su  posterior 
observación en u n microscopio electrónico Z eiss E M  1 0 C.  
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4.1. E F E C T O  D E L  2, 4-D  E N  E L  M E T A B O L I S M O  O X I D A T I V O  D E  H O J A S  D E  
P I M I E N T O  
Este trabajo de investigació n se llevó  a cabo en conex ió n con otro p revio en el q ue se 
em p learon concentraciones altas de cadm io (L eó n et al., 2 002 ), con el f in de investigar el 
m etabolism o de esp ecies de ox í geno reactivo (R O S) en condiciones de estré s abió tico en 
p lantas de p im iento. A m bos trabajos f orm aban p arte del m ism o p roy ecto de 
investigació n. 

Se estudió  el ef ecto del 2 ,4 -D sobre enz im as relacionadas con el m etabolism o 
ox idativo en h ojas de dos variedades de p im iento. L as p lantas de p im iento de las 
variedades A bdera y  H erm inio se cultivaron en ausencia (control) y  en p resencia de 2 ,4 -D 
y  las h ojas se analiz aron a los 1 , 7  y  1 4  dí as. Dich as p lantas f ueron cultivadas en m edios 
h idrop ó nicos y  su tratam iento se llevó  a cabo p or ví a f oliar con una concentració n 2 2 ,6 
m M  de 2 ,4 -D. Estas condiciones se establecieron en base a estudios p revios llevados a 
cabo en nuestro laboratorio en los q ue se trataron p lantas de guisante con distintas 
concentraciones de 2 ,4 -D y  distintos p eriodos de incubació n tras el tratam iento. 
 
4.1.1. C r e c i m i e n t o  y  c o n c e n t r a c i ó n  d e  p r o t e í n a s  
L as p lantas de p im iento de am bas variedades som etidas a tratam iento con 2 ,4 -D p or ví a 
f oliar p resentaban un desarrollo vegetativo m enor q ue las p lantas control y  el nú m ero de 
h ojas se redujo drá sticam ente desp ué s de dos sem anas de tratam iento (1 4  dí as). A dem á s 
las h ojas m ostraban irregularidades en su estructura com o p eq ueñ os abom bam ientos en 
el lim bo y  riz am ientos en el borde de las h ojas. É stas p resentaban clorosis dif usa y  
ap arecí an f recuentem ente enrolladas 
sobre sí  m ism as. El asp ecto general de los 
tallos de las p lantas tratadas f ue de tallos 
retorcidos, h uecos y  q uebradiz os (F ig. 
4 .1 ). N o se ap reciaron grandes dif erencias 
visuales entre las dos variedades com o 
consecuencia del tratam iento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.1. Efecto del 2,4-D  en  dos  v a r ieda des  de 
p im ien to cu ltiv a da s  en  in v er n a der o. Las plantas de 
las v ar i edades A b der a y  H er m i ni o  se c u lti v ar o n en 
au senc i a ( c o ntr o l )  y  en pr esenc i a de 2 , 4 -D  2 2 , 6  m M .

Variedad A b dera

Control 2 2 , 6  m M  2 , 4 -D

Variedad H erm in io

Control 2 2 , 6  m M  2 , 4 -D

Variedad A b dera

Control 2 2 , 6  m M  2 , 4 -D

Variedad H erm in io

Control 2 2 , 6  m M  2 , 4 -D
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Se llevó  a cabo el aná lisis de la concentració n de p roteí nas en los ex tractos crudos 
de h ojas de p lantas de p im iento controles y  tratadas con 2 ,4 -D desp ué s de 1 , 7  y  1 4  dí as 
del tratam iento, de las variedades A bdera y  H erm inio (F ig. 4 .2 A ). En la variedad A bdera 
se observó  q ue la concentració n p roteica dism inuí a signif icativam ente (p < 0,005 ) en 
p lantas tratadas resp ecto a p lantas controles desp ué s de los 1 4  dí as del tratam iento. L a 
concentració n de p roteí nas no variaba signif icativam ente entre las p lantas controles de 1 , 
7  y  1 4  dí as. P or el contrario, en las p lantas tratadas de dich a variedad el contenido 
p roteico dism inuí a signif icativam ente (p < 0,005 ) el dí a 1 4  del tratam iento resp ecto a los 
dí as 1  y  7 . En la variedad H erm inio, la concentració n de p roteí nas era signif icativam ente 
m ay or (p < 0,01 ) en las p lantas control q ue en las p lantas tratadas durante 7  dí as. P or otro 
lado, las p lantas tratadas ex p erim entaban una dism inució n (p < 0,002 5 ) del contenido 
p roteico a p artir del sé p tim o dí a del tratam iento. 

T am bié n se analiz ó  el p erf il cualitativo de p roteí nas de dich as m uestras m ediante 
la té cnica de electrof oresis en geles de p oliacrilam ida en condiciones desnaturaliz antes 
(EG P A -SDS) y  tinció n con p lata (F ig. 4 .2 B ). En la variedad A bdera, se increm entó  la 
intensidad de un p é p tido de unos 1 3 0 k Da en p lantas tratadas desp ué s de 1 4  dí as resp ecto 
a las p lantas controles. En la variedad H erm inio, se detectó  un aum ento en la 
concentració n de dos p é p tidos de 4 4  y  60 k Da tras el tratam iento con 2 ,4 -D. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0

4

8

12

16
ABDERA H ERM I N I O

mg
pro

teí
na

 m
l-1

1             7            1 4 1             7             1 4

CONTROL
2 , 4 -D  2 2 , 6  m M

A

ABDERA H ERM I N I O

C      1        7       1 4

- 9 7 . 4  -
- 6 6 . 2  -

- 3 1 . 0  -

- 4 5 . 0  -

- 2 1 . 5  -
- 1 4 . 4  -

C       1        7       1 4

B
(k D a )

Dí a sDí a s

Dí a sDí a s

2 , 4 -D 2 , 4 -D

*
*

0

4

8

12

16
ABDERA H ERM I N I O

mg
pro

teí
na

 m
l-1

1             7            1 4 1             7             1 4

CONTROL
2 , 4 -D  2 2 , 6  m M

A

ABDERA H ERM I N I O

C      1        7       1 4

- 9 7 . 4  -
- 6 6 . 2  -

- 3 1 . 0  -

- 4 5 . 0  -

- 2 1 . 5  -
- 1 4 . 4  -

C       1        7       1 4

B
(k D a )

Dí a sDí a s

Dí a sDí a s

2 , 4 -D 2 , 4 -D

*
*

Fig. 4.2. Contenido proteico en hojas de dos 
v ariedades de pim iento tratadas con 2, 4-D . Las 
p l an t as de  p i m i e n t o  de  l as v ar i e dade s A b de r a y  
H e r m i n i o  se  c u l t i v ar o n  e n  au se n c i a ( c o n t r o l ,  C )  y  
e n  p r e se n c i a de  2 , 4 -D  2 2 , 6  m M du r an t e  1 ,  7  y  1 4  
días.  A ,  c o n c e n t r ac i ón  de  p r o t e ín as.  Lo s v al o r e s 
i n di c ado s so n  l a m e di a de  3  e x p e r i m e n t o s ± e l  
e r r o r  e st an dar d de  l a m e di a ( E S M ) .  E l  ast e r i sc o  
i n di c a l o s t r at am i e n t o s q u e  so n  si g n i f i c at i v am e n t e  
di f e r e n t e s c o n  r e sp e c t o  a l as p l an t as c o n t r o l  p ar a 
e l  día de  t r at am i e n t o  i n di c ado .  B ,  p at r ón  de  
p o l i p ép t i do s o b t e n i do  p o r  E G P A - S D S  e n  g e l e s al  
1 2 %  de  ac r i l am i da.  E n  e l  an ál i si s de  p o l i p ép t i do s 
( 3 0  µg / p o c i l l o )  se  c o m p ar ó e l  e f e c t o  de l  2 , 4 - D  a 
l o s t r e s t i e m p o s e st ab l e c i do s f r e n t e  al  p at r ón  de  
p l an t as c o n t r o l  ( C )  al  i n i c i o  de l  e x p e r i m e n t o .  E n  
e st a f i g u r a se  i n di c an  i g u al m e n t e  l o s m ar c ado r e s 
de  m asa m o l e c u l ar  ( k D a) .  Las f l e c h as se ñal an  l as 
b an das p r o t e i c as c o n  v ar i ac i o n e s e n  l a i n t e n si dad 
e n  l as m u e st r as an al i z adas.
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4.1.2. E n z i m a s  d e  l a  f o t o r r e s p i r a c i ó n  
C on el f in de estudiar el p osible ef ecto del 2 ,4 -D sobre el m etabolism o p erox isom al de las 
h ojas, se llevó  a cabo el estudio de la actividad de las enz im as glicolato ox idasa (G O X ) e 
h idrox ip iruvato reductasa (H P R ) (F ig. 4 .3 ). En la variedad A bdera, la actividad G O X  era 
signif icativam ente m ay or (p < 0,05 ) en p lantas tratadas de 1  y  1 4  dí as de tratam iento 
resp ecto a las controles. En general, ni las p lantas controles ni las tratadas p resentaban 
variaciones signif icativas entre sí  en la actividad G O X  a lo largo del tiem p o. En la 
variedad H erm inio, la actividad G O X  descendió  signif icativam ente (p < 0,05 ) en las p lantas 
tratadas con 2 ,4 -D a p artir del sé p tim o dí a del tratam iento.  

En la variedad A bdera, la actividad H P R  era sup erior (p < 0,02 5 ) en p lantas tratadas 
con 2 ,4 -D q ue en p lantas controles al p rim er dí a de tratam iento. A  su vez , la actividad 
H P R  no ex p erim entó  variaciones signif icativas en las p lantas controles y  tratadas con 2 ,4 -
D a lo largo del tiem p o de tratam iento. En la variedad H erm inio, la actividad H P R  era 
m ay or (p < 0,05 ) en p lantas controles resp ecto a las tratadas sobre todo tras el tratam iento.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.3. Efecto del 2,4-D  s ob r e la  a ctiv ida d glicola to ox ida s a ( G O X )  e h idr ox ip ir u v a to r edu cta s a  ( H P R )  de h oj a s  
de dos  v a r ieda des  de p im ien to. Las plantas de pimiento de las variedades A b dera y  H erminio se c u ltivaron en 
au senc ia ( c ontrol)  y  en presenc ia de 2 , 4 -D  2 2 , 6  mM du rante 1 ,  7  y  1 4  dí as. Los valores indic ados son la media de 3  
ex perimentos ±  el error estandard de la media ( E S M ) .  E l asterisc o indic a los tratamientos q u e son sig nif i c ativamente 
dif erentes c on respec to a las plantas c ontrol para el dí a de tratamiento indic ado.
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4.1.3. E n z i m a s  r e l a c i o n a d a s  c o n  e l  m e t a b o l i s m o  o x i d a t i v o  
P ara estudiar el m etabolism o ox idativo en condiciones de estré s abió tico p rovocado p or 
2 ,4 -D en p lantas de p im iento, se llevó  a cabo el aná lisis de la actividad de las enz im as:  
catalasa, guay acol p erox idasa, x antina ox idasa, sup eró x ido dism utasa, glutation reductasa 
y  glutation S-transf erasa. P ara ello se utiliz aron ex tractos crudos de h ojas de las dos 
variedades de p im iento. L as p lantas de p im iento de las variedades A bdera y  H erm inio se 
cultivaron en ausencia (control) y  en p resencia de 2 ,4 -D 2 2 ,6 m M  durante 1 , 7  y  1 4  dí as.  
 
4.1.3.1. C a t a l a s a  ( C A T )  
En la variedad A bdera, la actividad catalasa (C A T ) (F ig. 4 .4 ) no ex p erim entó  cam bios 
signif icativos p or el tratam iento con 2 ,4 -D tras los 1 4  dí as del ex p erim ento, aunq ue sí  se 
observó  una dism inució n de dich a actividad en am bos tip os de p lantas desp ué s de la 
p rim era sem ana de cultivo. En la variedad H erm inio, no se observaron cam bios 
signif icativos de actividad C A T  entre las p lantas de p im iento control y  tratadas con 2 ,4 -D, 
en ninguno de los tiem p os analiz ados. 

 
4.1.3.2. Guayacol peroxidasa (GPX) 
Se  m i d i ó  l a  a c t i v i d a d  g u a y a c o l  p e r o x i d a sa  (G P X )  (F i g . 4.4)  e n l a s m i sm a s m u e st r a s y  se  
o b se r v ó  q u e  e n l a  v a r i e d a d  A b d e r a  d i c h a  a c t i v i d a d  e r a  m a y o r  (p < 0 ,0 0 5 )  e n p l a nt a s 
t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  q u e  e n l a s p l a nt a s c o nt r o l e s d e  1  y  1 4 d í a s d e  t r a t a m i e nt o . A d e m á s, e n 
l a s p l a nt a s t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  d e  l a  v a r i e d a d  A b d e r a  se  d e t e c t ó  u n a u m e nt o  (p < 0 ,0 2 5 )  d e  
l a  a c t i v i d a d  G P X  e n e l  d í a  1 4 d e l  t r a t a m i e nt o  r e sp e c t o  a  l o s d í a s 1  y  7 . E n l a  v a r i e d a d  
H e r m i ni o , l a  a c t i v i d a d  G P X  se  i nc r e m e nt a b a  si g ni f i c a t i v a m e nt e  (p < 0 ,0 5 )  e n l a s p l a nt a s 
c o nt r o l e s a  p a r t i r  d e l  d í a  1 4 d e l  t r a t a m i e nt o  c o n 2 ,4-D  r e sp e c t o  a  l a s d e  l o s d í a s 1  y  7 . P o r  
o t r o  l a d o , l a s p l a nt a s d e  l a  v a r i e d a d  H e r m i ni o  t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  e x p e r i m e nt a r o n u n 
a u m e nt o  (p < 0 ,0 5 )  d e  l a  a c t i v i d a d  G P X  d u r a nt e  l o s d í a s 7  y  1 4 d e l  t r a t a m i e nt o  r e sp e c t o  a  
l a s p l a nt a s d e  1  d í a . L a  c o m p a r a c i ó n e nt r e  p l a nt a s c o nt r o l  y  t r a t a d a s a r r o j a b a  
c o m p o r t a m i e nt o s d i sp a r e s:  e l  2 ,4-D  p r o v o c a b a  u na  m a y o r  a c t i v i d a d  G P X  a  l a  p r i m e r a  
se m a na  m i e nt r a s q u e  a  l o s 1 4 d í a s e l  c o m p o r t a m i e nt o  e r a  o p u e st o , c o n a c t i v i d a d e s 
m e no r e s q u e  e n p l a nt a s c o nt r o l .  

 
4.1.3.3. Xan t in a oxidasa (XO D ) 
E n A b d e r a , l a  a c t i v i d a d  x a nt i na  o x i d a sa  (X O D )  (F i g . 4.4)  no  m o st r ó  v a r i a c i o ne s 
si g ni f i c a t i v a s e nt r e  l a s p l a nt a s c o nt r o l e s y  t r a t a d a s c o n 2 ,4-D . E n l a  v a r i e d a d  H e r m i ni o , l a  
a c t i v i d a d  X O D  f u e  m e no r  (p < 0 ,0 5 )  e n l a s p l a nt a s d e  p i m i e nt o  t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  q u e  e n 
l a s c o nt r o l e s t r a s 1  d í a  d e  t r a t a m i e nt o  y  f u e  m a y o r  (p < 0 ,0 2 5 )  e n l a s p l a nt a s t r a t a d a s 
r e sp e c t o  a  l a s c o nt r o l e s e n e l  sé p t i m o  d í a  d e l  t r a t a m i e nt o  c o n d i c h o  h e r b i c i d a . E nt r e  l a s 
p l a nt a s c o nt r o l e s d e  l a  v a r i e d a d  H e r m i ni o , se  o b se r v ó  u n d e sc e nso  d e  l a  a c t i v i d a d  X O D  a  
p a r t i r  d e l  sé p t i m o  d í a .  
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4.1.3.4. S uperó xido dism ut asa (S O D ) 
M e d i a nt e  e l  a ná l i si s e sp e c t r o f o t o m é t r i c o , se  o b se r v ó  q u e  l a  a c t i v i d a d  SO D  t o t a l  (F i g . 4.5 A )  
e n l a  v a r i e d a d  A b d e r a , a u m e nt ó  si g ni f i c a t i v a m e nt e  (p < 0 ,0 5 )  e n p l a nt a s t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  
r e sp e c t o  a  l a s p l a nt a s c o nt r o l e s d u r a nt e  l o s 1 , 7  y  1 4 d í a s d e l  e x p e r i m e nt o ;  d i c h o  
c o m p o r t a m i e nt o  f u e  e sp e c i a l m e nt e  no t o r i o  t r a s l a s d o s se m a na s, p u e st o  q u e  l a s p l a nt a s 
t r a t a d a s m o st r a b a n e l  d o b l e  d e  a c t i v i d a d  q u e  l a s c o nt r o l . E n l a  v a r i e d a d  H e r m i ni o , l a  
a c t i v i d a d  SO D  t o t a l  e x p e r i m e nt ó  u na  su b i d a  (p < 0 ,0 5 )  e n l a s p l a nt a s t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  
r e sp e c t o  a  l a s c o nt r o l e s, d u r a nt e  e l  sé p t i m o  d í a  d e  t r a t a m i e nt o . E nt r e  l a s p l a nt a s c o nt r o l e s 
d e  l a  v a r i e d a d  H e r m i ni o  se  o b se r v ó  u n a u m e nt o  (p < 0 ,0 5 )  d e  l a  a c t i v i d a d  SO D  t r a s 1 4 d í a s 
d e  c u l t i v o  r e sp e c t o  a  l a s p l a nt a s d e  1  y  7  d í a s. E l  e st u d i o  d e  l a  a c t i v i d a d  SO D  
i so e nz i m á t i c a  se  l l e v ó  a  c a b o  m e d i a nt e  l a  t é c ni c a  d e  E G P A -na t i v a  (F i g . 4.5 B ) . Se  
i d e nt i f i c a r o n 4 i so f o r m a s q u e  p o r  su  se nsi b i l i d a d  a  i nh i b i d o r e s e sp e c í f i c o s se  

Fig. 4.4. Efecto del tratamiento con 2,4-D  s ob re la activ idad catalas a ( C A T ) , gu ay acol p erox idas a ( G P X )  y x antina 
ox idas a ( X O D )  de h oj as  de dos  v ariedades  de p imiento. Las plantas de pimiento de las variedades A b dera y  H erminio 
se c u ltivaron en au senc ia ( c ontrol)  y  en presenc ia de 2 , 4 - D  2 2 , 6  mM du rante 1 ,  7  y  1 4  dí as. Los valores indic ados son la 
media de 3  ex perimentos ±  el error estandard de la media ( E S M ) .  E l asterisc o indic a los tratamientos q u e son 
sig nif ic ativamente dif erentes c on respec to a las plantas c ontrol para el dí a de tratamiento indic ado.
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c o r r e sp o nd í a n c o n u na  M n-SO D , u na  F e -SO D  y  d o s C u Z n-SO D s, d e si g na d a s I  y  I I  se g ú n 
su  c r e c i e nt e  m o v i l i d a d  e n e l  g e l . P o r  o t r o  l a d o , se  o b se r v ó  u n a u m e nt o  e n l a  a c t i v i d a d  M n-
SO D  y  F e -SO D  d e  l a s p l a nt a s d e  p i m i e nt o  t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  r e sp e c t o  a  l a s p l a nt a s 
c o nt r o l e s, e n l a s d o s v a r i e d a d e s e st u d i a d a s. T a m b i é n, se  d e t e c t ó  u n a u m e nt o  e n l a  
a c t i v i d a d  d e  l a s C u Z n-SO D s I  y  I I  d e  l a s p l a nt a s d e  l a s v a r i e d a d e s A b d e r a  y  H e r m i ni o  
t r a t a d a s c o n 2 ,4-D  d e  1  d í a  r e sp e c t o  a  l a s p l a nt a s c o nt r o l e s y  l a s t r a t a d a s d e  7  y  1 4 d í a s. Se  
a na l i z ó  l a  e x p r e si ó n p r o t e i c a  d e  l a s C u Z n-SO D s y  l a  M n-SO D  m e d i a nt e  l a  t é c ni c a  d e  
i nm u no t r a nsf e r e nc i a  (F i g . 4.5 C )  c o n a nt i c u e r p o s e sp e c í f i c o s f r e nt e  a  l a  C u Z n-SO D  d e  
c o t i l e d o ne s d e  sa nd í a  y  l a  M n-SO D  d e  h o j a s d e  g u i sa nt e . A sí , se  o b se r v ó  q u e  e n l a  
v a r i e d a d  A b d e r a  e l  c o nt e ni d o  d e  C u Z n-SO D  a u m e nt a b a  e n p l a nt a s d e  p i m i e nt o  t r a t a d a s 
d e  1  d í a  r e sp e c t o  a  l a s c o nt r o l e s y  t r a t a d a s d e  1 4 d í a s, d e  m a ne r a  si m i l a r  a  l o  o b se r v a d o  
m e d i a nt e  E G P A -na t i v a  y  t i nc i ó n e sp e c í f i c a  d e  a c t i v i d a d . M e d i a nt e  e st a  t é c ni c a  no  se  
o b se r v a r o n v a r i a c i o ne s si g ni f i c a t i v a s e n e l  c o nt e ni d o  p r o t e i c o  d e  M n-SO D  d e  l a s m u e st r a s 
a na l i z a d a s.  
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Fig. 4.5. S u p e r óx id o d is m u t a s a ( S O D )  d e  
h o j a s  d e  d o s  v a r ie d a d e s  d e  p im ie n t o  
t r a t a d a s  c o n  2 , 4-D  d u r a n t e  1 ,  7  y  1 4 d ía s . A, 
a c t i v i da d S OD  t o t a l  a n a l i z a da  p o r  e l  m ét o do  de  
r e du c c i ón  de l  c i t o c r o m o c .  L a s  p l a n t a s  de  
p i m i e n t o  de  l a s  v a r i e da de s  Ab de r a y  H e r m i n i o  
s e  c u l t i v a r o n  e n  a u s e n c i a  ( c o n t r o l )  y  e n  
p r e s e n c i a  de  2 ,4 -D  2 2 ,6  m M du r a n t e  1 , 7  y  1 4  
día s . L o s  v a l o r e s  i n di c a do s  r e p r e s e n t a n  l a  
m e di a  de  3  e x p e r i m e n t o s  ± e l  e r r o r  e s t a n da r d 
de  l a  m e di a  ( E S M ) .  E l  a s t e r i s c o  i n di c a  l o s  
t r a t a m i e n t o s  q u e  s o n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  
di f e r e n t e s  c o n  r e s p e c t o  a  l a s  p l a n t a s  c o n t r o l  
p a r a  e l  día  de  t r a t a m i e n t o  i n di c a do .  B , a n ál i s i s  
de  l a  a c t i v i da d de  l a s  di s t i n t a s  i s o f o r m a s  de  l a  
S OD  m e di a n t e  E G P A n a t i v a  y  t i n c i ón  e s p e c íf i c a  
de  l o s  g e l e s .  E n  l a  f i g u r a  s e  i n di c a n  l a s  di s t i n t a s  
i s o e n z i m a s  c a r a c t e r i z a da s  e n  b a s e  a  s u  
s e n s i b i l i da d a  l o s  i n h i b i do r e s  K C N  y  H 2O2 .  S e  c a r g a r o n  1 0 0  µg/pocillo. Se comparó el ef ect o 
d el 2 , 4 - D  a los  t res  t iempos  es t ab lecid os  f ren t e 
al pat rón  d e plan t as  con t rol ( C )  al in icio d el 
ex perimen t o. C ,  t ran s f eren cia d e w es t ern  d e 
ex t ract os  d e h oj as  ( 1 0 0  µg/pocillo)  d e d os  
v aried ad es  d e pimien t o. Se comparó el ef ect o 
d el 2 , 4 -D  a los  1  y  1 4  d ías  f ren t e al pat rón  d e 
plan t as  con t rol ( C )  al in icio d el ex perimen t o E n  
es t a t écn ica s e emplearon  an t icu erpos  f ren t e a 
C u Z n -SO D  perox is omal d e cot iled on es  d e 
s an d ía ( d il. 1 : 1 0 0 0 )  y  f ren t e a la M n -SO D  d e 
h oj as  d e gu is an t e ( d il. 1 : 1 0 0 0 ) . 
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4.1.3.5. G l u t a t i o n  r e d u c t a s a  ( G R )  
Se midió la ac t iv idad g lu t at io n r edu c t asa (G R ) en plant as de pimient o  de do s v ar iedades, 
Ab der a y  H er minio , c o nt r o l y  t r at adas c o n 2 ,4-D de 1 , 7  y  1 4 dí as (F ig . 4.6). E n la v ar iedad 
Ab der a, la ac t iv idad G R  f u e siempr e may o r  (p< 0 ,0 0 5 ) en las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D 
q u e en las c o nt r o les, du r ant e 1 , 7  y  1 4 dí as de t r at amient o . A su  v ez , la ac t iv idad G R  de las 
plant as c o nt r o les de 1 , 7  y  1 4 dí as no  su f r ier o n v ar iac io nes sig nif ic at iv as ent r e sí , al ig u al 
q u e o c u r r ió ent r e las plant as t r at adas. E n la v ar iedad H er minio  se pr o du j o  u na 
disminu c ión (p< 0 ,0 5 ) de la ac t iv idad G R  en plant as t r at adas r espec t o  a plant as c o nt r o les 
de 1 4 dí as de t r at amient o , mient r as q u e en las de 1  y  7  dí as las v ar iac io nes no  f u er o n 
sig nif ic at iv as. E n las plant as c o nt r o les de 7  dí as de dic h a v ar iedad, se o b ser v ó u na meno r  
ac t iv idad G R  (p< 0 ,0 5 ) r espec t o  a las plant as de 1  y  1 4 dí as. E n las plant as t r at adas c o n 2 ,4-
D de la v ar iedad H er minio  se det ec t ó u na disminu c ión (p< 0 ,0 5 ) de la ac t iv idad G R  t r as la 
pr imer a semana. 
 
4.1.3.6. G l u t a t i o n  S-t r a n s f e r a s a  ( G ST )  
T amb ié n se est u dió la ac t iv idad g lu t at io n S-t r ansf er asa (G ST ), enz ima implic ada en la 
eliminac ión de x eno b iót ic o s, en las plant as desc r it as ant er io r ment e (F ig . 4.6). E n la 
v ar iedad Ab der a, la ac t iv idad G ST  au ment ó (p< 0 ,0 0 5 ) en las plant as de pimient o  t r at adas 
c o n 2 ,4-D r espec t o  a las c o nt r o les de 7  y  1 4 dí as, siendo  est as dif er enc ias má s no t ab les a 
medida q u e t r ansc u r r í an lo s dí as desde el t r at amient o  c o n el h er b ic ida. E n la v ar iedad 
H er minio , la ac t iv idad G ST  no  ex per iment ó v ar iac io nes sig nif ic at iv as en plant as t r at adas 
c o n 2 ,4-D r espec t o  a plant as c o nt r o les a lo  lar g o  del ex per iment o . A su  v ez , en las plant as 
c o nt r o les de est a misma v ar iedad, se o b ser v ó u n desc enso  (p< 0 ,0 0 5 ) de la ac t iv idad G ST  

en las plant as de 7  dí as r espec t o  a las de 1  
y  1 4 dí as de t r at amient o . E nt r e las plant as 
t r at adas c o n 2 ,4-D se det ec t ó u n au ment o  
de la ac t iv idad G ST , q u e er a so b r e t o do  
má s ac ent u ado  a par t ir  del dí a 1 4 
despu é s del t r at amient o , al ig u al q u e 
o c u r r í a en la v ar iedad Ab der a. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.6. Efecto del 2,4-D  s ob r e la  a ctiv ida d glu ta tion
r edu cta s a  ( G R )  y  glu ta tion S-tr a n s fer a s a ( G ST )  de 
h oj a s  de dos  v a r ieda des  de p im ien to. Las plantas de 
pi m i ento  de las v ar i edades A b der a y  H er m i ni o  se 
c u lti v ar o n en au senc i a ( c o ntr o l )  y  en pr esenc i a de 2 , 4 - D  
2 2 , 6  m M du r ante 1 ,  7  y  1 4  dí as. Lo s v alo r es i ndi c ado s so n 
la m edi a de 3  ex per i m ento s ±  el er r o r  estandar d de la 
m edi a ( E S M ) .  E l aster i sc o  i ndi c a lo s tr atam i ento s q u e so n 
si g ni f i c ati v am ente di f er entes c o n r espec to  a las plantas 
c o ntr o l par a el dí a de tr atam i ento  i ndi c ado0

5

10

15
GST

nm
ol

con
jug

ad
o m

in-
1

mg
-1
 pr

ote
ína

1              7            14 1              7             14

D í a s D í a s

GR

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pro

teí
na

A B D E R A H E R M I N I O

0

3 0

6 0

9 0

*

15

10

5

0

* *
*

*

*

0

5

10

15
GST

nm
ol

con
jug

ad
o m

in-
1

mg
-1
 pr

ote
ína

1              7            14 1              7             14

D í a s D í a s

GR

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pro

teí
na

A B D E R A H E R M I N I O

0

3 0

6 0

9 0

*

15

10

5

0

* *
*

*

*

CONTROL
2 , 4 -D  2 2 , 6  m M
CONTROL
2 , 4 -D  2 2 , 6  m M



 88 

4.1.4. D e s h i d r o g e n a s a s  p r o d u c t o r a s  d e  N A D P H . N A D P H  t o t a l   
Se analiz ar o n las ac t iv idades enz imá t ic as de las desh idr o g enasas pr o du c t o r as de N ADP H  
g lu c o sa-6-f o sf at o  desh idr o g enasa (G 6P DH ), 6-f o sf o g lu c o nat o  desh idr o g enasa (6P G DH ), 
iso c it r at o  desh idr o g enasa (I C DH ) y  enz ima má lic o  (E M ) en h o j as de do s v ar iedades de 
pimient o . L as plant as de pimient o  de las v ar iedades Ab der a y  H er minio  se c u lt iv ar o n en 
au senc ia (c o nt r o l) y  en pr esenc ia de 2 ,4-D 2 2 ,6 mM  du r ant e 1 , 7  y  1 4 dí as (F ig . 4.7 A).  
 
4.1.4.1. G l u c o s a -6-f o s f a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( G 6P D H )  
E n la v ar iedad Ab der a, la ac t iv idad G 6P DH  se inc r ement ó sig nif ic at iv ament e (p< 0 ,0 2 5 ) en 
plant as t r at adas c o n 2 ,4-D r espec t o  a plant as c o nt r o les de 1 4 dí as. L a ac t iv idad G 6P DH  no  
ex per iment ó v ar iac io nes sig nif ic at iv as ent r e las plant as c o nt r o les a lo  lar g o  del t iempo , 
mient r as q u e ent r e las plant as t r at adas se det ec t ó u n inc r ement o  en dic h a ac t iv idad a 
par t ir  del sé pt imo  dí a de t r at amient o . E n la v ar iedad H er minio , las plant as de 1 , 7  y  1 4 
dí as t r at adas c o n 2 ,4-D pr esent ar o n u na ac t iv idad G 6P DH  sig nif ic at iv ament e may o r  
(p< 0 ,0 0 5 ) q u e las plant as c o nt r o les. A su  v ez , las plant as c o nt r o les de 1 , 7  y  1 4 dí as no  
mo st r ar o n c amb io s sig nif ic at iv o s en la ac t iv idad G 6P DH  y  lo  mismo  o c u r r ió ent r e las 
plant as t r at adas c o n 2 ,4-D de 1 , 7  y  1 4 dí as.  
 
4.1.4.2. 6-f o s f o g l u c o n a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( 6P G D H )  
E n la v ar iedad Ab der a, la ac t iv idad 6P G DH  f u e may o r  en plant as t r at adas c o n 2 ,4-D q u e 
en plant as c o nt r o les, so b r e t o do  a lo s 1 4 dí as. E n las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D de est a 
misma v ar iedad, la ac t iv idad 6P G DH  au ment ó a par t ir  del sé pt imo  dí a de t r at amient o . E n 
la v ar iedad H er minio , la ac t iv idad 6P G DH  f u e meno r  (p< 0 ,0 0 5 ) en las plant as t r at adas 
c o n 2 ,4-D r espec t o  a las plant as c o nt r o les de 1 4 dí as. E nt r e plant as c o nt r o les, la ac t iv idad 
6P G DH  au ment ó (p< 0 ,0 0 5 ) en las plant as de 1 4 dí as r espec t o  a las de 1  y  7  dí as. N o  se 
o b ser v ar o n dif er enc ias sig nif ic at iv as ent r e la ac t iv idad 6P G DH  de las plant as t r at adas c o n 
2 ,4-D de 1 , 7  y  1 4 dí as. 
 
4.1.4.3. N A D P -i s o c i t r a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( N A D P -I C D H )  
E l aná lisis de la ac t iv idad N ADP -I C DH  en las plant as ant er io r ment e desc r it as, mo st r ar o n 
u n au ment o  (p< 0 ,0 2 5 ) de dic h a ac t iv idad en plant as de la v ar iedad Ab der a t r at adas c o n 
2 ,4-D r espec t o  a plant as c o nt r o les, a lo s 7  y  1 4 dí as de t r at amient o . Ademá s, en las plant as 
t r at adas c o n 2 ,4-D de la v ar iedad Ab der a, la ac t iv idad N ADP -I C DH  se inc r ement ó 
(p< 0 ,0 0 5 ) despu é s de la pr imer a semana de t r at amient o . E n la v ar iedad H er minio , la 
ac t iv idad N ADP -I C DH  au ment ó (p< 0 ,0 5 ) en las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D r espec t o  a las 
plant as c o nt r o les de 1  y  7  dí as. N o  se apr ec iar o n dif er enc ias sig nif ic at iv as en la ac t iv idad 
N ADP -I C DH  de plant as c o nt r o les de 1 , 7  y  1 4 dí as. 
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4.1.4.4. E n z i m a  m á l i c o  ( E M )  
T amb ié n se midió la ac t iv idad de la enz ima má lic o  (E M ), o t r a de las enz imas implic adas 
en la g ener ac ión de po der  r edu c t o r . E n la v ar iedad Ab der a, la ac t iv idad de la E M  
au ment ó c o nsider ab lement e (p< 0 ,0 0 5 ) en t o das las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D r espec t o  a 
las plant as c o nt r o les. A su  v ez , las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D pr esent ar o n u na may o r  
(p< 0 ,0 2 5 ) ac t iv idad E M  a par t ir  del sé pt imo  dí a del t r at amient o . E n la v ar iedad H er minio , 
la ac t iv idad E M  f u e t amb ié n may o r  (p< 0 ,0 0 5 ) en las plant as t r at adas c o n 2 ,4-D q u e en las 
c o nt r o les al sé pt imo  dí a del t r at amient o  c o n dic h o  h er b ic ida.  
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Fig. 4.7. Efecto del 2,4-D  en  la  a ctiv ida d de N A D P -des h idr ogen a s a s de h oj a s  de dos  v a r ieda des  de p im ien to. Las 
p l an t as d e  p i m i e n t o  d e  l as v ar i e d ad e s A b d e r a y  H e r m i n i o  se  c u l t i v ar o n  e n  au se n c i a ( c o n t r o l )  y  e n  p r e se n c i a d e  2 , 4 -D  
2 2 , 6 m M d u r an t e  1 ,  7  y  1 4  d ías. Lo s v al o r e s i n d i c ad o s so n  l a m e d i a d e  3  e x p e r i m e n t o s ± e l  e r r o r  e st an d ar d  d e  l a m e d i a 
( E S M ) . E l  ast e r i sc o  i n d i c a l o s t r at am i e n t o s q u e  so n  si g n i f i c at i v am e n t e  d i f e r e n t e s c o n  r e sp e c t o  a l as p l an t as c o n t r o l  p ar a 
e l  d ía d e  t r at am i e n t o  i n d i c ad o . G 6P D H ,  g l u c o sa-6-f o sf at o  d e sh i d r o g e n asa;  6P G D H ,  6-f o sf o g l u c o n at o d e sh i d r o g e n asa;  
N A D P -I C D H ,  N A D P - i so c i t r at o d e sh i d r o g e n asa;  E M ,  e n z i m a m ál i c o . N A D P H  t o t al ,  N A D P H  q u e  t e ór i c am e n t e  g e n e r ar ían  
l as N A D P  d e sh i d r o g e n asas i n d i c ad as e n  l a f i g u r a. D i c h o  v al o r  se  o b t i e n e  su m an d o  l a ac t i v i d ad  d e  l as d e sh i d r o g e n asas
e n  c ad a si t u ac i ón . 

B

A
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4.1.4.5. N A D P H  t o t a l  
P o r  o t r o  lado  y  de mo do  o r ient at iv o , se est u dió la c o nt r ib u c ión t eór ic a de c ada u na de 
est as N ADP -desh idr o g enasas al N ADP H  t o t al q u e se g ener ar í a en la c é lu la, u t iliz ando  
par a ello  la su ma de la ac t iv idad t o t al de est as enz imas en c ada mu est r a analiz ada (F ig . 
4.7 B). Seg ú n est o , o b ser v amo s q u e en la v ar iedad Ab der a la pr o du c c ión de N ADP H  t o t al 
au ment ó pr o g r esiv ament e en plant as t r at adas c o n 2 ,4-D r espec t o  a plant as c o nt r o les de 1 , 
7  y  1 4 dí as desde el t r at amient o . E n la v ar iedad H er minio , se apr ec ió est e mismo  ef ec t o  en 
las plant as de 1  y  7  dí as, mient r as q u e en las de 1 4 dí as las plant as c o nt r o les y  t r at adas c o n 
2 ,4-D pr esent ar o n pr o du c c io nes similar es de N ADP H . 
 
4.1.5. P a r á m e t r o s  d e  e s t r é s  o x i d a t i v o   
P ar a det er minar  el po sib le dañ o  pr o du c ido  a niv el lipí dic o  y  pr o t eic o  t r as el t r at amient o  
de las plant as de pimient o  c o n 2 ,4-D se h an analiz ado  par á met r o s c o mo  la per o x idac ión 
lipí dic a, g r u po s c ar b o nilo  y  ac t iv idad endo pept idasa en h o j as de do s v ar iedades de 
pimient o . L as plant as de pimient o  de las v ar iedades Ab der a y  H er minio  se c u lt iv ar o n en 
au senc ia (c o nt r o l) y  en pr esenc ia de 2 ,4-D 2 2 ,6 mM  du r ant e 1 , 7  y  1 4 dí as.  
 
4.1.5.1. P e r o x i d a c i ó n  l i p í d i c a  y  o x i d a c i ó n  d e  p r o t e í n a s   
L a per o x idac ión lipí dic a au ment ó sig nif ic at iv ament e (p< 0 ,0 0 5 ) desde el pr imer  dí a de 
t r at amient o  c o n 2 ,4-D en las plant as t r at adas r espec t o  a las plant as c o nt r o les de amb as 
v ar iedades (F ig . 4.8 A). 

P o r  o t r o  lado , se analiz ar o n lo s niv eles de pr o t eí nas mo dif ic adas o x idat iv ament e, 
midiendo  par a ello  el c o nt enido  de g r u po s c ar b o nilo s de pr o t eí nas en so lu c ión y  mediant e 
r eac c ión inmu no q u í mic a par a lo  q u e se u t iliz ar o n  ant ic u er po s c o mer c iales f r ent e a la 
DN P H  de Sig ma (F ig . 4.8 B). M ediant e el est u dio  espec t r o f o t o mé t r ic o  se o b ser v ó q u e no  
ex ist í an dif er enc ias no t o r ias en lo s niv eles de g r u po s c ar b o nilo s de plant as t r at adas 
r espec t o  a plant as c o nt r o les, en amb as v ar iedades. M ient r as q u e en la v ar iedad Ab der a 
lo s g r u po s c ar b o nilo s au ment ab an (p< 0 ,0 0 5 ) c o n el t iempo  de t r at amient o  en las plant as 
c o nt r o les y  t r at adas c o n 2 ,4-D, en la v ar iedad H er minio  lo s niv eles de g r u po s c ar b o nilo s 
disminu í an (p< 0 ,0 0 5 ) a lo  lar g o  del t iempo  en plant as c o nt r o les y  t r at adas c o n el 
h er b ic ida. P o r  t r ansf er enc ia de w est er n, se o b ser v ar o n, al meno s, c u at r o  po lipé pt ido s 
inmu no r eac t iv o s de u no s 1 3 0 , 9 8 , 66 y 45 kDa q u e  e r an  m ayo r i t ar i o s . E n t r e  e l l o s , e n  l a 
v ar i e d ad  A b d e r a, l a i n t e n s i d ad  d e l  p o l i p é p t i d o  i n m u n o r e ac t i v o  d e  45 kDa d i s m i n u yó  e n  
l as  p l an t as  t r at ad as  c o n  2 ,4-D d e  1 4 d í as  r e s p e c t o  a l as  c o n t r o l e s . E n  l a v ar i e d ad  H e r m i n i o , 
l a i n t e n s i d ad  d e  t o d o s  e s t o s  p o l i p é p t i d o s  e x p e r i m e n t ar o n  u n a r e d u c c i ó n  a l o s  1 4 d í as  d e  
t r at am i e n t o  c o n  2 ,4-D r e s p e c t o  a l as  p l an t as  c o n t r o l e s .  
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4.1.5.2. A c t i v i d a d  p r o t e o l í t i c a  
S e  an al i z ó  l a ac t i v i d ad  e n d o p e p t i d as a e n  e x t r ac t o s  c r u d o s  d e  h o j as  d e  p i m i e n t o  c o n t r o l e s  
y t r at ad as  c o n  2 ,4-D a l o s  1 , 7  y 1 4 d í as  d e  t r at am i e n t o  p o r  e s p e c t r o f o t o m e t r í a (F i g . 4.9 A )   
y p o r  E G P A  e n  p r e s e n c i a d e  S DS / g e l at i n a (F i g . 4.9 B ) . L a v ar i e d ad  A b d e r a s ó l o  
e x p e r i m e n t ó  u n  l i g e r o  i n c r e m e n t o  e n  p l an t as  t r at ad as  c o n  2 ,4-D, a l as  d o s  s e m an as  d e  
t r at am i e n t o . E n  l a v ar i e d ad  H e r m i n i o , l a ac t i v i d ad  e n d o p e p t i d as a d e s c e n d i ó  a l as  d o s  
s e m an as  d e l  t r at am i e n t o  c o n  2 ,4-D r e s p e c t o  a l as  p l an t as  c o n t r o l e s  (p < 0 ,0 0 5)  y a l as  
p l an t as  t r at ad as  d e  1  y 7  d í as  (p < 0 ,0 0 5) . M e d i an t e  E G P A  e n  p r e s e n c i a d e  S DS  y g e l at i n a, 
s e  d e t e c t ar o n  e n  h o j as  d e  p l an t as  d e  p i m i e n t o , d o s  i s o f o r m as  d e  e n d o p e p t i d as as  (E P 1  y 
E P 2 ) , d e  d i f e r e n t e  m o v i l i d ad  e l e c t r o f o r é t i c a, c o n  t am añ o s  d e  9 7  y 6 5 kDa, 
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Fig. 4.8. P e r o x id a c ió n l ip í d ic a y  o x id a c ió n  d e  p r o t e í n a s  d e  h o j a s  d e  d o s  v a r ie d a d e s  d e  p im ie n t o t r a t a d a s  c o n    
2 , 4-D . Las plantas de pimiento de las variedades A b dera y  H erminio se c u ltivaron en au senc ia ( c ontrol;  C )  y  en presenc ia 
de 2 , 4 -D  2 2 , 6  mM du rante 1 ,  7  y  1 4  dí as. Los valores indic ados representan la media de 3  ex perimentos ±  E S M . A ,  
aná lisis espec trof otomé tric o de la perox idac ió n lipí dic a en ex trac tos c ru dos de h oj as de dos variedades de pimiento.  B ,  
modif ic ac i ó n ox idativa de proteí nas en ex trac tos c ru dos de h oj as de dos variedades de pimiento.  A  la iz q u ierda,  
c ontenido en g ru pos c arb onilo medido por el mé todo espec trof otomé tric o.  A  la derec h a,  detec c ió n inmu noq u í mic a de los 
g ru pos c arb onilo c on u n antic u erpo f rente a la D N P H  ( dil.  1 : 4 0 . 0 0 0 ) .  S e añ adieron 1 0  µ g  proteí nas/ poc illo.  E n esta f ig u ra 
se indic an ig u almente los marc adores de masa molec u lar ( k D a) .
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r e s p e c t i v am e n t e . S e g ú n  l a i n t e n s i d ad  d e  l as  b an d as , e n  l a v ar i e d ad  A b d e r a, ap e n as  s e  
o b s e r v ar o n  c am b i o s  s i g n i f i c at i v o s  e n  l as  i s o e n z i m as  c o m o  c o n s e c u e n c i a d e l  t r at am i e n t o . 
E n  l a v ar i e d ad  H e r m i n i o  l a E P 1  p r e s e n t ab a u n a m ayo r  ac t i v i d ad  e n  p l an t as  t r at ad as  d e  1  
d í a q u e  e n  l as  c o n t r o l e s  y t r at ad as  d e  7  y 1 4 d í as . E n  c u an t o  a l a E P 2  e n  d i c h a v ar i e d ad , 
é s t a e x p e r i m e n t ó  u n  l i g e r o  as c e n s o  e n  s u  ac t i v i d ad  e n  l as  m u e s t r as  t r at ad as  c o n  2 ,4-D d e  7  
d í as  r e s p e c t o  a l as  c o n t r o l e s  y t r at ad as  d e  1  y 1 4 d í as .  
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Fig. 4.9. Estudio de la actividad en dop ep tidasa en  h oj as de dos var iedades de p im ien to tr atadas con  2 , 4-D . Las 
p l an t as d e  p i m i e n t o  d e  l as v ar i e d ad e s A b d e r a y  H e r m i n i o  se  c u l t i v ar o n  e n  au se n c i a ( c o n t r o l )  y  e n  p r e se n c i a d e  2 , 4 -D  
2 2 , 6  m M d u r an t e  1 ,  7  y  1 4  d ías. Lo s v al o r e s i n d i c ad o s r e p r e se n t an  l a m e d i a d e  3  e x p e r i m e n t o s ± E S M . A ,  ac t i v i d ad  
e n d o p r o t e o l ít i c a t o t al  d e t e r m i n ad a m e d i an t e  e l  m ét o d o  d e  l a az o c ase ín a.  B ,  d e t e c c i ón  d e  i so e n z i m as c o n  ac t i v i d ad  
e n d o p e p t i d asa p o r  E G P A  e n  p r e se n c i a d e  S D S / g e l at i n a y  t i n c i ón  e sp e c íf i c a d e  l o s g e l e s.  S e  i n d i c an  l as i so f o r m as d e  
e n d o p e p t i d asas a l a i z q u i e r d a y  l o s m ar c ad o r e s d e  m asa m o l e c u l ar ( k D a) .
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4.2. A N T I O X I D A N T E S E N Z I M Á T I C O S D E  F R U T O S D E  P I M I E N T O . E F E C T O  
D E  L A  M A D U R A C I Ó N .  
4.2.1. Se l e c c i ó n  d e  l a s  v a r i e d a d e s  y  d i s e ñ o  e x p e r i m e n t a l  
En este trabajo se llev ó a c abo el estu d i o d e los si stemas anti ox i d antes d e f ru tos d e 
p i mi ento d e d i sti ntas v ari ed ad es en d i sti ntas é p oc as d el añ o ( otoñ o-i nv i erno) y en 
d i sti ntos estad os d e mad u rac i ón ( v erd e y rojo o amari llo). P ara ello se h an u ti li z ad o f ru tos 
d e las v ari ed ad es V erg asa, B i ela, L od osa y B i erz o, si end o V erg asa, B i ela y L od osa 
p i mi entos d e ti p o c ali f orni a y B i erz o d e ti p o lamu yo. M i entras q u e la v ari ed ad  B i ela 
c ambi a d e c olor a amari llo d u rante la mad u rac i ón, las otras v ari ed ad es v i ran a rojo ( F i g . 
4.1 0 ), c onsi d erá nd ose en tod os los c asos q u e los f ru tos v erd es p ertenec en a u n estad o d e 
d esarrollo d e i nmad u rez  q u e es anteri or al d e los f ru tos rojos o amari llos. S e rec olec taron 
5  f ru tos v erd es y 5  f ru tos rojos o amari llos, seg ú n la v ari ed ad , en c ad a u na d e las é p oc as 
d el añ o estu d i ad as:  en oc tu bre d e 2 0 0 3  ( O C T 0 3 ), d i c i embre d e 2 0 0 3  ( D I C 0 3 ), enero d e 2 0 0 4 
( EN E0 4) y f ebrero d e 2 0 0 4 ( F EB 0 4). L a v ari ed ad  V erg asa es má s sensi ble a las bajas 
temp eratu ras p or lo q u e su  c osec h a c onc lu í a en d i c i embre o enero, lo q u e nos i mp i d i ó 
tomar mu estras en enero y f ebrero d el 2 0 0 4 ( EN E0 4 y F EB 0 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P ara anali z ar el ef ec to d e la mad u rac i ón d e los f ru tos d e p i mi ento sobre el 
metaboli smo ox i d ati v o d e é stos se anali z ó la ac ti v i d ad  d e las enz i mas c atalasa, 
su p eróx i d o d i smu tasa, asc orbato p erox i d asa, g lu tati on red u c tasa, g lu c osa-6-f osf ato 
d esh i d rog enasa, 6-f osf og lu c onato d esh i d rog enasa, N A D P -i soc i trato d esh i d rog enasa y 
enz i ma má li c o. A si mi smo, se anali z ó la ac ti v i d ad  d e la L -g alac tono-γ-lac tona 
d esh i d rog enasa, enz i ma p rod u c tora d e asc orbato. 
 
 
 

Tipo                 Fenotipo

Biela

Variedad           

California       Vergasa

Lamuyo Bierzo

Lodosa

Tipo                 Fenotipo

Biela

Variedad           

California       Vergasa

Lamuyo Bierzo

Lodosa Fig. 4.10. Variedades de pimiento 
empl eadas para el  estu dio del  ef ec to de 
l a madu rac ión en l as enz imas 
antiox idantes del  f ru to. En cada caso, se 
i ndi can l os t i p os de f r u t o a l os q u e 
cor r esp onde cada v ar i edad, así com o el  
f enot i p o de l os f r u t os en su  est ado 
m adu r o.   
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4.2.2. C a t a l a s a   
S e llev ó a c abo el estu d i o d e la ac ti v i d ad  c atalasa ( C A T ) en f ru tos d e p i mi ento d e las 
v ari ed ad es y en las c ond i c i ones i nd i c ad as anteri ormente ( F i g . 4.1 1 ). En V erg asa, la 
ac ti v i d ad  C A T  no ex p eri mentó d i f erenc i as si g ni f i c ati v as ( p > 0 ,0 5 ) entre f ru tos v erd es y 
mad u ros d e c ad a rec og i d a, ni  entre f ru tos v erd es d e O C T 0 3  y D I C 0 3  y entre f ru tos 
mad u ros d e O C T 0 3  y D I C 0 3 . En B i ela, en las rec og i d as d e O C T 0 3 , D I C 0 3  y EN E0 4, la 
ac ti v i d ad  C A T  f u e menor ( p < 0 ,0 1 ) en f ru tos mad u ros resp ec to a f ru tos v erd es. En esta 
mi sma v ari ed ad , los f ru tos v erd es mostraron u na mayor ac ti v i d ad  en D I C 0 3  resp ec to a las 
otras é p oc as estu d i ad as, y el mi smo p atrón se observ ó en los f ru tos mad u ros. En L od osa, 
la ac ti v i d ad  C A T  f u e mu c h o má s alta ( p < 0 ,0 0 5 ) en los f ru tos mad u ros d e O C T 0 3  resp ec to 
a los v erd es d e esa mi sma f ec h a, su f ri end o u n d esc enso c onsi d erable en la c osec h a d e 
D I C 0 3 . En f ru tos v erd es d e la v ari ed ad  L od osa se p rod u jo u n i nc remento ( p < 0 ,0 5 ) d e la 
ac ti v i d ad  C A T  a p arti r d e d i c i embre, al i g u al q u e oc u rrí a en la v ari ed ad  B i ela. D el mi smo 
mod o q u e en B i ela, en B i erz o, la ac ti v i d ad  C A T  d esc end i ó en f ru tos mad u ros resp ec to a 
f ru tos v erd es en D I C 0 3  y EN E0 4. En f ru tos v erd es d e d i c h a v ari ed ad , la ac ti v i d ad  C A T  
f u e mayor ( p < 0 ,0 5 ) en O C T 0 3  y EN E0 4. 
 
4.2.3. Su p e r ó x i d o  d i s m u t a s a   
S e llev ó a c abo el estu d i o d e la ac ti v i d ad  su p eróx i d o d i smu tasa total ( S O D ) en f ru tos d e 
p i mi ento d e las v ari ed ad es V erg asa, B i ela, L od osa y B i erz o, en las d i sti ntas rec og i d as d e 
O C T 0 3 , D I C 0 3 , EN E0 4 y F EB 0 4 y d i sti ntos estad i os d e mad u rac i ón ( v erd es y mad u ros) 
( F i g . 4.1 2 ). S e c omp robó q u e la ac ti v i d ad  S O D  en la v ari ed ad  V erg asa au mentó 
si g ni f i c ati v amente ( p < 0 ,0 0 5 ) en f ru tos mad u ros resp ec to a f ru tos v erd es, sobre tod o en la 
rec og i d a d e D I C 0 3 , y q u e d i c h a ac ti v i d ad  d i smi nu í a c on el ti emp o en los f ru tos 
i nmad u ros. En B i ela, i g u almente, la ac ti v i d ad  S O D  f u e si emp re má s alta ( p < 0 ,0 0 5 ) en los 
f ru tos mad u ros q u e en los v erd es en tod as las é p oc as d el añ o estu d i ad as. A  su  v ez , en los 
f ru tos mad u ros d e esta v ari ed ad , la ac ti v i d ad  S O D  f u e mayor ( p < 0 ,0 5 ) en los meses d e 
i nv i erno ( EN E0 4 y F EB 0 4). En L od osa, d e nu ev o observ amos mayor ( p < 0 ,0 5 ) ac ti v i d ad  
S O D  en f ru tos mad u ros q u e en v erd es en las c osec h as d e D I C 0 3  y EN E0 4. S i n embarg o, en 
la c osec h a d e F EB 0 4, la ac ti v i d ad  S O D  f u e su p eri or ( p < 0 ,0 5 ) en los f ru tos v erd es q u e en 
los mad u ros. Entre f ru tos mad u ros d e esta v ari ed ad , observ amos q u e la ac ti v i d ad  S O D  se 
i nc rementó ( p < 0 ,0 5 ) a lo larg o d el ti emp o h asta EN E0 4. S i n embarg o, en los f ru tos 
i nmad u ros los ni v eles má s altos d e ac ti v i d ad  S O D  se enc ontraron en F EB 0 4. A l i g u al q u e 
en las v ari ed ad es anteri ormente d esc ri tas la ac ti v i d ad  S O D  f u e má s alta ( p < 0 ,0 5 ) en f ru tos 
mad u ros q u e en v erd es d e la v ari ed ad  B i erz o. A d emá s, la ac ti v i d ad  S O D  au mentó entre 
los f ru tos mad u ros d e esta v ari ed ad  ( p < 0 ,0 5 ) a lo larg o d el ti emp o, mi entras q u e en los 
f ru tos v erd es esta ac ti v i d ad  ap enas mostraba c ambi os i mp ortantes.  
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Fig. 4.11.  Actividad catalasa en frutos de cuatro variedades de p im iento. Los frutos en estado inmaduro verde y 
maduro de c ada variedad se rec ol ec taron en oc tub re y dic iemb re de 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y D I C 0 3 ,  resp ec tivamente)  y en enero 
y feb rero de 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y F E B 0 4 ,  resp ec tivamente) .  E l  asterisc o indic a l os frutos maduros c on diferenc ias 
sig nific ativas c on resp ec to a l os frutos verdes de c ada una de l as c osec h as y variedades anal iz adas.  Los val ores 
indic ados son l a media de 3  ex p erimentos ± el  error estandard de l a media ( E S M ) .
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Fig. 4.12. Actividad s u p e r óx ido dis m u tas a e n  f r u t o s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p im ie n to . Los frutos en estado 
i nm aduro v erde y  m aduro de c ada v ari edad se rec ol ec taron en oc tub re y  di c i em b re de 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v am ente)  y  en enero y  feb rero de 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v am ente) .  E l  asteri sc o i ndi c a l os frutos 
m aduros c on di ferenc i as si g ni fi c ati v as c on resp ec to a l os frutos v erdes de c ada una de l as c osec h as y  v ari edades 
anal i z adas.  Los v al ores i ndi c ados son l a m edi a de 3  ex p eri m entos ± el  error estandard de l a m edi a ( E S M ) .
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4.2.4. A s c o r b a t o  p e r o x i d a s a   
En los f ru tos y c ond i c i ones i nd i c ad as se llev ó a c abo el estu d i o d e alg u nas enz i mas d el 
c i c lo asc orbato-g lu tati on. En la v ari ed ad  V erg asa, la ac ti v i d ad  asc orbato p erox i d asa ( A P X ) 
f u e si g ni f i c ati v amente mayor ( p < 0 ,0 5 ) en los f ru tos mad u ros q u e en los v erd es d e D I C 0 3  
( F i g . 4.1 3 ). Entre los f ru tos v erd es la ac ti v i d ad  A P X  se mantu v o si n mod i f i c ac i ones 
si g ni f i c ati v as ( p > 0 ,0 5 ) y entre los mad u ros la ac ti v i d ad  asc end i ó ( p < 0 ,0 5 ) en D I C 0 3  
resp ec to a O C T 0 3 . En B i ela, la ac ti v i d ad  A P X  d i smi nu yó ( p < 0 ,0 0 5 ) en f ru tos mad u ros 
resp ec to a v erd es d e O C T 0 3  y EN E0 4. P or el c ontrari o, esta ac ti v i d ad  se i nc rementó en 
f ru tos mad u ros resp ec to a v erd es d e D I C 0 3 . En f ru tos v erd es d e esta mi sma v ari ed ad , se 
d etec tó u n d esc enso si g ni f i c ati v o ( p < 0 ,0 0 5 ) d e la ac ti v i d ad  A P X  en F EB 0 4 resp ec to a las 
otras é p oc as anali z ad as. En L od osa, la ac ti v i d ad  A P X  f u e menor ( p < 0 ,0 5 ) en f ru tos 
mad u ros a p arti r d e enero d e 2 0 0 4. D i c h a ac ti v i d ad  enz i má ti c a d i smi nu yó ( p < 0 ,0 0 5 ) tanto 
en f ru tos mad u ros c omo en v erd es en la rec og i d a d e F EB 0 4 resp ec to a las anteri ores 
é p oc as d el añ o anali z ad as. En B i erz o, sólo se d etec tó u na d i smi nu c i ón ( p < 0 ,0 2 5 ) d e la 
ac ti v i d ad  A P X  en f ru tos mad u ros resp ec to a v erd es d e F EB 0 4. L os f ru tos v erd es y 
mad u ros d e d i c h a v ari ed ad  ex p eri mentaron u na d i smi nu c i ón ( p < 0 ,0 5 ) d e la ac ti v i d ad  
A P X  en los meses d e i nv i erno resp ec to a los d e otoñ o.  
 
4.2.5. G l u t a t i o n  r e d u c t a s a  
En la F i g u ra 4.1 4 se rep resentan los resu ltad os obteni d os d e la ac ti v i d ad  g lu tati on 
red u c tasa ( G R ) en las d i sti ntas v ari ed ad es y c ond i c i ones. En la v ari ed ad  V erg asa la 
ac ti v i d ad  G R  asc end i ó si g ni f i c ati v amente ( p < 0 ,0 0 5 ) en f ru tos mad u ros resp ec to a v erd es 
d e O C T 0 3  y D I C 0 3 . En f ru tos v erd es y mad u ros d e la mi sma v ari ed ad , la ac ti v i d ad  G R  
f u e menor ( p < 0 ,0 5 ) en D I C 0 3  c on resp ec to a O C T 0 3 . En B i ela, tambi é n se d etermi nó u na 
mayor ( p < 0 ,0 5 ) ac ti v i d ad  G R  en f ru tos mad u ros q u e en v erd es en tod as las é p oc as 
anali z ad as, si end o esta d i f erenc i a mayor en O C T 0 3  ( p < 0 ,0 0 5 ). L os ni v eles má s altos d e 
ac ti v i d ad  G R  tanto en f ru tos v erd es c omo mad u ros se d etec taron en O C T 0 3 , mi entras q u e 
en d i c i embre se d etermi naron los ni v eles má s bajos en ambos ti p os d e f ru tos. En L od osa, 
la ac ti v i d ad  G R  f u e mayor ( p < 0 ,0 5 ) en f ru tos mad u ros q u e en v erd es en las rec og i d as 
O C T 0 3  y F EB 0 4. P or el c ontrari o, la ac ti v i d ad  G R  f u e si g ni f i c ati v amente ( p < 0 ,0 0 5 ) menor 
en f ru tos mad u ros q u e v erd es d e EN E0 4. En los f ru tos v erd es d e esta v ari ed ad , la 
ac ti v i d ad  G R  se i nc rementó a p arti r d e enero. En B i erz o, la ac ti v i d ad  G R  f u e mayor en 
f ru tos mad u ros q u e en v erd es d e O C T 0 3 , EN E0 4 y F EB 0 4. D el mi smo mod o q u e en B i ela, 
la G R  d e B i erz o p resentó la menor ac ti v i d ad  en d i c i embre, tanto en los f ru tos v erd es c omo 
en los mad u ros.  
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Fig. 4.13. Actividad as co r b ato p e r o x idas a e n  f r u t o s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p im ie n to . Los frutos en estado 
i nm aduro v erde y  m aduro de c ada v ari edad se rec ol ec taron en oc tub re y  di c i em b re de 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v am ente)  y  en enero y  feb rero de 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v am ente) .  E l  asteri sc o i ndi c a l os frutos 
m aduros c on di ferenc i as si g ni fi c ati v as c on resp ec to a l os frutos v erdes de c ada una de l as c osec h as y  v ari edades 
anal i z adas.  Los v al ores i ndi c ados son l a m edi a de 3  ex p eri m entos ± el  error estandard de l a m edi a ( E S M ) .

Fig. 4.14. Actividad gl u tatio n r e du ctas a e n  f r u t o s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p i m ie n t o . Los frutos en estado inmaduro 
v erde y  maduro de c ada v ariedad se rec ol ec taron en oc tub re y  dic iemb re de 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  resp ec tiv amente)  y  
en enero y  feb rero de 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec tiv amente) .  E l  asterisc o indic a l os frutos maduros c on diferenc ias 
sig nific ativ as c on resp ec to a l os frutos v erdes de c ada una de l as c osec h as y  v ariedades anal iz adas.  Los v al ores 
indic ados son l a media de 3  ex p erimentos ± el  error estandard de l a media ( E S M ) .

Fruto verde
Fruto m a duro
Fruto verde
Fruto m a duro

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pr
ote

ína
nm

ol
NA

DP
H 

mi
n-1

mg
-1
pr
ote

ína

GLUTATION REDUCTASAGLUTATION REDUCTASA
VERGASA

OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

0

60

120

B I EL A

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

*

*

*

*
*

*

L O D O SA B I ERZ O

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

* *

*

*
*

*

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pr
ote

ína
nm

ol
NA

DP
H 

mi
n-1

mg
-1
pr
ote

ína

GLUTATION REDUCTASAGLUTATION REDUCTASA
VERGASA

OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

0

60

120

B I EL A

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

*

*

*

*
*

*

L O D O SA B I ERZ O

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

* *

*

*
*

*

GLUTATION REDUCTASAGLUTATION REDUCTASA
VERGASA

OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

0

60

120

B I EL A

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

*

*

*

*
*

*

L O D O SA B I ERZ O

0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03
0

6 0

1 2 0

E N E 04 F E B 04OCT03 D I C03

* *

*

*
*

*



 98 

4.2.6. G l u c o s a -6-f o s f a t o  d e h i d r o g e n a s a   
S e  e s t u d i ó l a  a c t i vi d a d  g l u c o s a  6 -f o s f a t o  d e s h i d r o g e na s a  ( G 6 P D H )  e n f r u t o s  d e  p i m i e nt o  
d e  l a s  va r i e d a d e s  V e r g a s a ,  B i e l a ,  L o d o s a  y  B i e r z o ,  e n l a s  d i s t i nt a s  é p o c a s  d e l  a ñ o  y  
d i f e r e nt e s  e s t a d o s  d e  m a d u r a c i ón d e l  f r u t o  ( f r u t o  ve r d e  y  m a d u r o )  ( F i g . 4 .1 5 ) . E n V e r g a s a ,  
l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  d i s m i nu y ó l i g e r a m e nt e  ( p < 0 , 0 5 )  e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  
d e  D I C 0 3 . E n l o s  f r u t o s  m a d u r o s  d e  d i c h a  va r i e d a d  s e  p r o d u j o  u na  d i s m i nu c i ón ( p < 0 , 0 5 )  
d e  l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  d e s d e  O C T 0 3  a  D I C 0 3 . E n B i e l a ,  l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  no  m o s t r ó 
d i f e r e nc i a s  s i g ni f i c a t i va s  ( p > 0 , 0 5 )  e nt r e  f r u t o s  ve r d e s  y  m a d u r o s  d e  l a s  é p o c a s  d e l  a ñ o  
a na l i z a d a s . S i n e m b a r g o ,  l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  d e s c e nd i ó ( p < 0 , 0 5 )  p r o g r e s i va m e nt e  d e s d e  
O C T 0 3  a  E N E 0 4  t a nt o  e n l o s  f r u t o s  ve r d e s  c o m o  e n l o s  f r u t o s  m a d u r o s . E n L o d o s a ,  l a  
a c t i vi d a d  G 6 P D H  f u e  m a y o r  ( p < 0 , 0 2 5 )  e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  e n E N E 0 4 . E n 
d i c h a  va r i e d a d  l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  d i s m i nu y ó ( p < 0 , 0 5 )  p r o g r e s i va m e nt e  d e s d e  O C T 0 3  a  
F E B 0 4  t a nt o  e n l o s  f r u t o s  ve r d e s  c o m o  e n l o s  f r u t o s  m a d u r o s . E n B i e r z o ,  l a  a c t i vi d a d  
G 6 P D H  d e s c e nd i ó ( p < 0 , 0 5 )  e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  e n l o s  m e s e s  d e  i nvi e r no . 
A  s u  ve z ,  l a  a c t i vi d a d  G 6 P D H  f u e  m e no r  ( p < 0 , 0 0 5 )  e n l o s  f r u t o s  ve r d e s  d e  i nvi e r no  q u e  e n 
l o s  d e  o t o ñ o  y  l o  m i s m o  o c u r r í a  c o n l o s  f r u t o s  m a d u r o s . 
 
4.2.7. 6-Fo s f o g l u c o n a t o  d e s h i d r o g e n a s a  
C o n r e s p e c t o  a  l a  6 -f o s f o g l u c o na t o  d e s h i d r o g e na s a  ( 6 P G D H ) ,  e n l a  va r i e d a d  V e r g a s a ,  e s t a  
a c t i vi d a d  s e  i nc r e m e nt ó s i g ni f i c a t i va m e nt e  ( p < 0 , 0 0 5 )  e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  
d e  D I C 0 3  ( F i g . 4 .1 6 ) . A d e m á s ,  e n f r u t o s  ve r d e s  d i s m i nu y ó l a  a c t i vi d a d  6 P G D H  a  p a r t i r  d e  
d i c i e m b r e . E n l a  va r i e d a d  B i e l a ,  l a  a c t i vi d a d  6 P G D H  f u e  s i g ni f i c a t i va m e nt e  m a y o r  
( p < 0 , 0 5 )  e n l o s  f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  l o s  ve r d e s  d e  D I C 0 3  y  E N E 0 4 . E n l o s  f r u t o s  
m a d u r o s  d e  d i c h a  va r i e d a d ,  l a  a c t i vi d a d  6 P G D H  d e s c e nd i ó a  p a r t i r  d e  d i c i e m b r e . E n 
L o d o s a ,  l a  a c t i vi d a d  6 P G D H  f u e  m á s  b a j a  e n f r u t o s  m a d u r o s  q u e  e n ve r d e s  d e  F E B 0 4 . E s t a  
c o s e c h a  f u e  l a  q u e  m o s t r ó m e no r  a c t i vi d a d  e n a m b o s  t i p o s  d e  f r u t o s . E n B i e r z o ,  l a  
a c t i vi d a d  6 P G D H  s e  i nc r e m e nt ó e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  d u r a nt e  e l  m e s  d e  
O C T 0 4  m i e nt r a s  q u e  d i c h a  a c t i vi d a d  d e s c e nd i ó e n f r u t o s  m a d u r o s  r e s p e c t o  a  ve r d e s  e n 
l o s  m e s e s  d e  i nvi e r no  a na l i z a d o s . E nt r e  l o s  f r u t o s  m a d u r o s  d e  B i e r z o ,  l a  a c t i vi d a d  6 P G D H  
d i s m i nu y ó ( p < 0 , 0 0 5 )  p r o g r e s i va m e nt e  c o n e l  t i e m p o . 
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Fig. 4.15. Actividad glucosa-6-f osf ato de sh idr oge n asa e n  f r utos de  cuatr o var ie dade s de  p im ie n to. Los frutos en 
esta d o i nm a d uro v erd e y  m a d uro d e c a d a  v a ri ed a d  se rec ol ec ta ron en octubre y diciembre de 2003 (OCT03 y DIC03, 
res p ectiv a mente)  y en enero y f ebrero de 2004  (E N E 04  y F E B 04 , res p ectiv a mente) .  E l  a s teris co indica  l os  f rutos  
ma duros  con dif erencia s  s i g nif ica tiv a s  con res p ecto a  l os  f rutos v erdes  de ca da  una  de l a s  cos ech a s  y v a rieda des  
a na l iz a da s .  L os  v a l ores  indica dos  s on l a  media  de 3 ex p erimentos  ± el  error es ta nda rd de l a  media  (E S M ) .
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Fig. 4.16. Actividad 6-f o s f o gl u co n ato de s h idr o ge n as a e n  f r u to s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p i m i e n t o . Los frutos en 
esta d o i nm a d uro v erd e y  m a d uro d e c a d a  v a ri ed a d  se rec ol ec ta ron en oc tub re y  d i c i em b re d e 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v a m ente)  y  en enero y  feb rero d e 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v a m ente) .  E l  a steri sc o i nd i c a  l os frutos 
m a d uros c on d i ferenc i a s si g ni fi c a ti v a s c on resp ec to a  l os frutos v erd es d e c a d a  una  d e l a s c osec h a s y  v a ri ed a d es 
a na l i z a d a s.  Los v a l ores i nd i c a d os son l a  m ed i a  d e 3  ex p eri m entos ± el  error esta nd a rd  d e l a  m ed i a  ( E S M ) .
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4.2.8. N A D P -i s o c i t r a t o  d e s h i d r o g e n a s a   
S e a na li z ó  a si m i sm o  la  a c t i v i d a d  i so c i t r a t o  d esh i d r o g ena sa  d ep end i ent e d e N A D P + 
(N A D P -I C D H ),  en la s v a r i ed a d es,  é p o c a s d el a ñ o  y  est a d o s d e m a d u r a c i ó n d esc r i t o s 
a nt er i o r m ent e (F i g .  4 . 1 7 ).  E n V er g a sa ,  la  a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  a u m ent ó  (p < 0 , 0 2 5 ) en 
f r u t o s m a d u r o s r esp ec t o  a  v er d es en a m b a s c o sec h a s.  E n B i ela ,  la  a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  
f u e si em p r e m a y o r  (p < 0 , 0 2 5 ) en lo s f r u t o s m a d u r o s q u e en lo s v er d es a u nq u e m á s 
si g ni f i c a t i v a m ent e d esd e D I C 0 3  a  F E B 0 4 .  P o r  o t r o  la d o ,  lo s f r u t o s v er d es y  lo s m a d u r o s 
p r esent a r o n u n m í ni m o  d e a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  en F E B 0 4 .  E n L o d o sa ,  la  a c t i v i d a d  
N A D P -I C D H  f u e i g u a lm ent e m a y o r  (p > 0 , 0 2 5 ) en lo s f r u t o s m a d u r o s r esp ec t o  a  lo s v er d es 
d esd e O C T 0 3  a  E N E 0 4 ,  si end o  en F E B 0 4  la  a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  m á s a lt a  (p < 0 , 0 5 ) en 
lo s f r u t o s v er d es.  E nt r e f r u t o s m a d u r o s,  la  a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  d esc end i ó  (p < 0 , 0 5 ) a  lo  
la r g o  d el t i em p o .  A  d i f er enc i a  d e la s o t r a s v a r i ed a d es,  B i er z o  m o st r ó  m eno r  (p < 0 , 0 5 ) 
a c t i v i d a d  N A D P -I C D H  en f r u t o s m a d u r o s q u e en v er d es d e D I C 0 3  a  F E B 0 4 .  E n est a  
v a r i ed a d  la  m a y o r  a c t i v i d a d  t a nt o  en lo s f r u t o s v er d es c o m o  en lo s m a d u r o s se d et ec t ó  en 
la  p r i m er a  c o sec h a  d e o t o ñ o .  
 
4.2.9. E n z i m a  m á l i c o  
S e m i d i ó  la  a c t i v i d a d  d el enz i m a  m á li c o  (E M ) en lo s f r u t o s d e p i m i ent o  y  la s c o nd i c i o nes 
y a  est a b lec i d a s (F i g .  4 . 1 8 ).  E n la s c u a t r o  v a r i ed a d es la  a c t i v i d a d  E M  f u e p o r  lo  g ener a l 
m a y o r  (p < 0 , 0 0 5 ) en lo s f r u t o s m a d u r o s q u e en lo s v er d es d u r a nt e t o d a s la s é p o c a s 
a na li z a d a s.  E n V er g a sa ,  B i ela  y  B i er z o ,  la  a c t i v i d a d  E M  se m a nt u v o  p r á c t i c a m ent e 
i nv a r i a b le (p > 0 , 0 5 ) en lo s f r u t o s m a d u r o s d esd e O C T 0 3  a  F E B 0 4 ,  m i ent r a s q u e en L o d o sa  
a sc end i ó  (p < 0 , 0 5 ) si g ni f i c a t i v a m ent e d esd e D I C 0 3  a  F E B 0 4 .  E n lo s f r u t o s v er d es,  la  
a c t i v i d a d  E M  t end í a  a  a u m ent a r  c o n el t i em p o  en la s v a r i ed a d es est u d i a d a s.  
 
4.2.1 0 . N A D P H  t o t a l  
C o n c a r a c t er  o r i ent a t i v o ,  se c a lc u ló  la  c o nt r i b u c i ó n t eó r i c a  d e est a s N A D P -
d esh i d r o g ena sa s a  la  sí nt esi s d el N A D P H  t o t a l d e la  c é lu la ,  u t i li z a nd o  p a r a  ello  la  su m a  
d e la  a c t i v i d a d  t o t a l d e est a s enz i m a s en c a d a  m u est r a  a na li z a d a .  P o r  t a nt o ,  la  f i g u r a  4 . 1 9  
r ep r esent a b a  la  est i m a c i ó n d el N A D P H  t o t a l g ener a d o  en lo s f r u t o s d e p i m i ent o  d e la s 
v a r i ed a d es,  é p o c a s d el a ñ o  y  est a d i o s d e m a d u r a c i ó n q u e se a na li z a r o n.  S eg ú n est o ,  en 
V er g a sa  y  B i ela ,  la  p r o d u c c i ó n d e N A D P H  f u e m a y o r  en f r u t o s m a d u r o s q u e en v er d es,  
en t o d a s la s é p o c a s d el a ñ o  a na li z a d a s.  E st e m i sm o  ef ec t o  t u v o  lu g a r  en la  v a r i ed a d  
L o d o sa  d esd e O C T 0 3  a  E N E 0 4 ,  si end o  en F E B 0 4  la  g ener a c i ó n d e N A D P H  m a y o r  en 
f r u t o s v er d es q u e m a d u r o s.  E n B i er z o ,  la  g ener a c i ó n d e N A D P H  f u e m a y o r  en f r u t o s 
m a d u r o s q u e en v er d es en O C T 0 3 .  E n est a  v a r i ed a d ,  la  g ener a c i ó n d e N A D P H  t o t a l 
c o m enz ó  si end o  m a y o r  en f r u t o s m a d u r o s q u e en v er d es p er o  en la s c o sec h a s su c esi v a s 
d i c h o  p a r á m et r o  se eq u i li b r ó  ent r e lo s f r u t o s v er d es y  m a d u r o s e i nc lu so  d esc end i ó  en lo s 
f r u t o s m a d u r o s r esp ec t o  a  lo s v er d es en F E B 0 4 .  
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Fig. 4.17. Actividad NADP-is o citr ato de s h idr o ge n as a e n  f r u to s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p im ie n to . Los frutos en 
esta d o i nm a d uro v erd e y  m a d uro d e c a d a  v a ri ed a d  se rec ol ec ta ron en oc tub re y  d i c i em b re d e 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v a m ente)  y  en enero y  feb rero d e 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v a m ente) .  E l  a steri sc o i nd i c a  l os frutos 
m a d uros c on d i ferenc i a s si g ni fi c a ti v a s c on resp ec to a  l os frutos v erd es d e c a d a  una  d e l a s c osec h a s y  v a ri ed a d es 
a na l i z a d a s.  Los v a l ores i nd i c a d os son l a  m ed i a  d e 3  ex p eri m entos ± el  error esta nd a rd  d e l a  m ed i a  ( E S M ) .

Fig. 4.18. Actividad de la enzima málico  de en f r u to s  de cu atr o  var iedades  de p imiento . Los frutos en estado 
i nm aduro v erde y  m aduro de c ada v ari edad se rec ol ec taron en oc tub re y  di c i em b re de 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v am ente)  y  en enero y  feb rero de 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v am ente) .  E l  asteri sc o i ndi c a l os frutos 
m aduros c on di ferenc i as si g ni fi c ati v as c on resp ec to a l os frutos v erdes de c ada una de l as c osec h as y  v ari edades 
anal i z adas.  Los v al ores i ndi c ados son l a m edi a de 3  ex p eri m entos ± el  error estandard de l a m edi a ( E S M ) .
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4.2.11. L-Ga l a c t o n o -γ-l a c t o n a  d e s h i d r o g e n a s a  
L a  a ct i v i d a d  d e  l a  L -g a l a ct o n o -γ-l a ct o n a  d e s h i d r o g e n a s a  (G a l L D H ),  u n a  d e  l a s  p r i n ci p a l e s  
e n z i m a s  i m p l i ca d a s  e n  l a  s í n t e s i s  d e  a s co r b a t o ,  f u e  t a m b i é n  a n a l i z a d a  e n  f r u t o s  d e  
p i m i e n t o  d e  d i s t i n t a s  v a r i e d a d e s  (V e r g a s a ,  B i e l a ,  L o d o s a  y  B i e r z o ),  d i s t i n t a s  é p o ca s  d e l  
a ñ o  (O C T 0 3 ,  D I C 0 3 ,  E N E 0 4  y  F E B 0 4 ) y  e s t a d o s  d e  m a d u r a ci ó n  (f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s  o  
a m a r i l l o s ) (F i g . 4 .2 0 ). L a  a ct i v i d a d  G a l L D H  s e  i n cr e m e n t ó  (p < 0 , 0 0 5 ) e n  f r u t o s  m a d u r o s  
r e s p e ct o  a  f r u t o s  v e r d e s  e n  l a s  v a r i e d a d e s  V e r g a s a  y  B i e l a  e n  t o d a s  l a s  é p o ca s  d e l  a ñ o  
a n a l i z a d a s  a u n q u e  d i ch a  a ct i v i d a d  d i s m i n u í a  co n  e l  t i e m p o  e n  a m b o s  t i p o s  d e  f r u t o s . E s t e  
m i s m o  co m p o r t a m i e n t o  s e  o b s e r v ó  e n  B i e r z o  co n  l a  e x ce p ci ó n  d e  l a  co s e ch a  D I C 0 3 ,  y  e n  
L o d o s a  e n  l a s  co s e ch a s  O C T 0 3  y  D I C 0 3 . E n  e s t a  v a r i e d a d  l a  a ct i v i d a d  G a l L D H  f u e  m e n o r  
e n  l o s  f r u t o s  m a d u r o s  d e  F E B 0 4 . E n  l o s  f r u t o s  m a d u r o s  d e  t o d a s  l a s  v a r i e d a d e s  
a n a l i z a d a s ,  l a  m á x i m a  a ct i v i d a d  G a l L D H  s e  o b s e r v ó  e n  O C T 0 3 . 
 
 
 
 

Fig. 4.19. NADPH total e n  f r u tos  d e  c u atr o v ar ie d ad e s  d e  p im i e n to. Este valor representa el NADPH que 
teóri c am ente g enerarían las NADP-d esh i d rog enasas anali z ad as,  y  se ob ti ene sum and o la ac ti vi d ad  d e las enz i m as 
g enerad oras d e NADPH estud i ad as anteri orm ente. L os f rutos en estad o i nm ad uro verd e y  m ad uro d e c ad a vari ed ad  se
rec olec taron en oc tub re y  d i c i em b re d e 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  DI C 0 3 ,  respec ti vam ente)  y  en enero y  f eb rero d e 2 0 0 4  ( ENE0 4  y  
F EB 0 4 ,  respec ti vam ente) .  El asteri sc o i nd i c a los f rutos m ad uros c on d i f erenc i as si g ni f i c ati vas c on respec to a los f rutos 
verd es d e c ad a una d e las c osec h as y  vari ed ad es anali z ad as.  L os valores i nd i c ad os son la m ed i a d e 3  ex peri m entos ±
el error estand ard  d e la m ed i a ( ES M ) .
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4.3. P E R O X I S O M A S  Y  M A D U R A C I Ó N  D E  F R U T O S  D E  P I M I E N T O   
L a  co n o ci d a  p l a s t i ci d a d  m e t a b ó l i ca  q u e  p r e s e n t a n  l o s  p e r o x i s o m a s  f r e n t e  a  d i v e r s a s  
s i t u a ci o n e s  a m b i e n t a l e s ,  d e  e s t r é s  o  d e  d e s a r r o l l o  n o s  h a n  l l e v a d o  a  e s t u d i a r  l a  p o s i b l e  
r e l a ci ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  e l  f u n ci o n a m i e n t o  d e  a l g u n o s  s i s t e m a s  m e t a b ó l i co s  p r e s e n t e s  e n  
l o s  p e r o x i s o m a s  d e  f r u t o s  d e  p i m i e n t o  co n  l o s  f e n ó m e n o s  d e  m a d u r a ci ó n  d e  é s t o s . P a r a  
e l l o  s e  a i s l a r o n  y  p u r i f i ca r o n  p e r o x i s o m a s  d e  f r u t o s  d e  p i m i e n t o  v e r d e s  y  r o j o s ,  y  s e  
e s t u d i ó  s u  m o r f o l o g í a  y  u l t r a e s t r u ct u r a . 
 
4.3.1. M o r f o l o g í a  d e  l o s  p e r o x i s o m a s  
P a r a  a n a l i z a r  e l  e f e ct o  d e  l a  m a d u r a ci ó n  d e l  f r u t o  s o b r e  l a  p o b l a ci ó n  d e  p e r o x i s o m a s  d e  
f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s ,  s e  p r o ce d i ó  a l  a n á l i s i s  d e  s u  u l t r a e s t r u ct u r a  m e d i a n t e  m i cr o s co p í a  
e l e ct r ó n i ca . N o  s e  o b s e r v a r o n  ca m b i o s  e n  l a  u l t r a e s t r u ct u r a  n i  e n  e l  n ú m e r o  d e  
p e r o x i s o m a s  d e  p i m i e n t o  r o j o  co n  r e s p e ct o  a  l o s  d e  p i m i e n t o  v e r d e ,  n i  e n  l a  m e m b r a n a  n i  
e n  l a  m a t r i z . H a b r í a  q u e  d e s t a ca r  l a  n o t a b l e  p r e s e n ci a  d e  p e r o x i s o m a s  co n  cu e r p o s  
cr i s t a l i n o s  d e  f o r m a s  y  t a m a ñ o s  v a r i a b l e s  e n  a m b o s  t i p o s  d e  f r u t o s  (F i g . 4 .2 1 ).  

P o r  o t r o  l a d o ,  e s t o s  e s t u d i o s  n o s  p e r m i t i e r o n  o b s e r v a r  u n a  m a r ca d a  d i f e r e n ci a  
e n t r e  l o s  p l a s t i d i o s  d e  a m b o s  t i p o s  d e  f r u t o s . E n  f r u t o s  v e r d e s  s e  d e t e ct a r o n  cl o r o p l a s t o s  
d e  g r a n d e s  t i l a co i d e s  (F i g . 4 .2 1 A ),  m i e n t r a s  q u e  e n  f r u t o s  r o j o s  s e  o b s e r v a r o n  
cr o m o p l a s t o s  co n  u n  co n t e n i d o  d e  g r á n u l o s  d e n s o s  a  l o s  e l e ct r o n e s  (F i g . 4 .2 1 E ).  
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Fig. 4.20. Actividad gal acto n o -γ-l acto n a de s h idr o ge n as a e n  f r u to s  de  cu atr o  var ie dade s  de  p im ie n to . Los frutos en 
esta d o i nm a d uro v erd e y  m a d uro d e c a d a  v a ri ed a d  se rec ol ec ta ron en oc tub re y  d i c i em b re d e 2 0 0 3  ( O C T 0 3  y  D I C 0 3 ,  
resp ec ti v a m ente)  y  en enero y  feb rero d e 2 0 0 4  ( E N E 0 4  y  F E B 0 4 ,  resp ec ti v a m ente) .  E l  a steri sc o i nd i c a  l os frutos 
m a d uros c on d i ferenc i a s si g ni fi c a ti v a s c on resp ec to a  l os frutos v erd es d e c a d a  una  d e l a s c osec h a s y  v a ri ed a d es 
a na l i z a d a s.  Los v a l ores i nd i c a d os son l a  m ed i a  d e 3  ex p eri m entos ± el error estandard de la media (ESM).
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Fig. 4.21. Microscopía  e l e ct rón ica  d e  f r u t os d e  pim i e n t o v e rd e  ( A - C )  y  roj o ( D - H ) .  
C h l ,  cl oropl a st os;  M,  m i t ocon d ria ;  P ,  pe rox isom a s;  C h r,  crom opl a st os;  F ,  cu e rpos 
g ra sos.  L a s b a rra s re pre se n t a n  0 . 5  µm ,  e x ce pt o e n  C  y  G  e n  l a s q u e  son  d e  0 . 2 5  
µm .
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4.3.2. P u r i f i c a c i ó n  d e  l o s  p e r o x i s o m a s  d e  f r u t o s  d e  p i m i e n t o  
L o s p er o x i so m a s se p u r i f i c a r o n a  p a r t i r  d e f r u t o s d e p i m i ent o s v er d es y r o j o s,  m ed i a nt e 
c ent r i f u g a c i o nes d i f er enc i a les y en g r a d i ent es d e d ensi d a d  d e sa c a r o sa  (F i g . 4 .2 2 ).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D a d o  q u e es la  p r i m er a  v ez  q u e se a c o m et e la  p u r i f i c a c i ó n d e lo s p er o x i so m a s d e 
u n f r u t o ,  se llev ó  a  c a b o  la  c a r a c t er i z a c i ó n d e lo s g r a d i ent es d e d ensi d a d  d e sa c a r o sa  p a r a  
p o d er  d et er m i na r  la  z o na  d e m i g r a c i ó n d e lo s p er o x i so m a s en lo s m i sm o s y ev a lu a r  la  
c o nt a m i na c i ó n c r u z a d a  p o r  o t r o s o r g á nu lo s c elu la r es. P a r a  ello  se d i v i d i ó  el g r a d i ent e d e 
sa c a r o sa  d e a m b o s f r u t o s en f r a c c i o nes d e 1 , 5  m l,  p o r  el m é t o d o  d esc r i t o  en el a p a r t a d o  
3.5 . D e est e m o d o ,  se o b t u v i er o n 2 7  f r a c c i o nes p o r  c a d a  g r a d i ent e,  en la s q u e se llev a r o n a  
c a b o  lo s c o r r esp o nd i ent es a ná li si s d e d ensi d a d  y c o nt eni d o  p r o t ei c o ,  a sí  c o m o  la  m ed i d a  
d e la  a c t i v i d a d  enz i m á t i c a  d e la s enz i m a s m a r c a d o r a s d e o r g á nu lo s c elu la r es. S e 
d et er m i na r o n c a t a la sa  e i so c i t r a t o  li a sa  en p i m i ent o  v er d e y r o j o ,  r esp ec t i v a m ent e,  c o m o  
enz i m a s m a r c a d o r a s d e p er o x i so m a s,  f u m a r a sa  p a r a  d et er m i na r  la  p r esenc i a  d e 
m i t o c o nd r i a s,  N A D P H  c i t o c r o m o  c r ed u c t a sa  c o m o  m a r d a d o r  d e r et í c u lo  end o p la sm á t i c o ,  
f r u c t o sa  1 , 6 -b i sf o sf a t a sa  p a r a  c lo r o p la st o s y g li c er a ld eh í d o -3-f o sf a t o  d esh i d r o g ena sa  p a r a  
la  lo c a li z a c i ó n d e c r o m o p la st o s. L a  r ep r esent a c i ó n d e est o s m a r c a d o r es en la s f r a c c i o nes 
d e lo s g r a d i ent es m o st r ó  q u e la  a c t i v i d a d  c a t a la sa  en p i m i ent o s v er d es e i so c i t r a t o  li a sa  en 
p i m i ent o s r o j o s se c o nc ent r a b a n f u nd a m ent a lm ent e en la s f r a c c i o nes 1 9 -2 2  y se 
c o r r esp o nd í a n c o n send a s b a nd a s q u e se u b i c a n en el t er c i o  i nf er i o r  d e lo s g r a d i ent es (F i g . 
4 .2 3). C o m o  se a p r ec i a  en la  m i sm a  f i g u r a ,  d i c h a  z o na  d e lo s g r a d i ent es a p ena s m o st r a b a  
c o nt a m i na c i ó n c r u z a d a  c o n o t r o s o r g á nu lo s. L o s p i c o s d e c a t a la sa  e i so c i t r a t o  li a sa  se 
c o r r esp o nd í a n c o n u n m á x i m o  d e p r o t eí na s y se lo c a li z a b a n en lo s g r a d i ent es a  u na  
d ensi d a d  d e eq u i li b r i o  d e 1 , 2 4  g  c m 3 (F i g . 4 .2 4 ) 

Gradiente de
dens idad

de s ac aro s a

Homogenado

2.400 g
20 min

12.000 g
15 min

83.000 g
90 min

Sobrenadante I

Pdo. II
(enriquecido en

mitocondrias y peroxisomas)

35%
42%
47%
51%
57%
60%

Peroxisomas

Choque
osmótico

120.000 g
30 min

Sobrenadante II

min

min

Pdo. I

Ppdo.

Sobrenadante

Membranas

Matrices
Gradiente de
dens idad

de s ac aro s a

Homogenado

2.400 g
20 min

12.000 g
15 min

83.000 g
90 min

Sobrenadante I

Pdo. II
(enriquecido en

mitocondrias y peroxisomas)

35%
42%
47%
51%
57%
60%

Peroxisomas

Choque
osmótico

120.000 g
30 min

Sobrenadante II

min

min

Pdo. I

Ppdo.

Sobrenadante

Membranas

Matrices

Fig. 4.22. Mét o d o  d e  a is l a m i e n t o  y  p u r i f i c a c ión  d e  
p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  d e  p im ie n t o  m e d i a n t e  
c e n t r i f u ga c i o n e s  d if e r e n c ia l e s  y  e n  gr a d ie n t e s  d e  
d e n s id a d  d e  s a c a r o s a . Las matrices se separaron de 
l as memb ranas perox isomal es por ch oq u e osmótico y  
posterior u l tracentrif u g ación.
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Fig. 4.23. P u r if ic a c ión  d e  p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  d e  p im ie n t o  v e r d e  ( A )  y  r o j o  ( B )  e n  gr a d ie n t e s  d e  d e n s id a d  d e  
s a c a r o s a . Las bandas de peroxisomas aparecen indicadas por flechas en las fot os.  La caract eriz ación de los org ánu los 
celu lares en los g radient es fu e realiz ada u sando marcadores enz imát icos específicos de los dist int os org ánu los celu lares.  
C at alasa ( µmol min-1 ml-1 )  e isocit rat o liasa ( nmol min-1 ml-1 )  se u saron como marcadores de peroxisomas en fru t os v erdes y  
roj os,  respect iv ament e.  S e empleó la act iv idad fu marasa ( mmol min-1 ml-1 )  como marcador de mit ocodrias,  la N A P D H -cy t  c
redu ct asa ( mmol min-1 ml-1 )  de ret ícu lo endoplasmát ico,  la fru ct osa-1 , 6 -bisfosfat asa ( mmol min-1 ml-1 )  de cloroplast os y  la 
g liceraldehído-3-fosfat o deshidrog enasa ( nmol min-1 ml-1 )  de cromoplast os.
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Fig. 4.23. P u r if ic a c ión  d e  p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  d e  p im ie n t o  v e r d e  ( A )  y  r o j o  ( B )  e n  gr a d ie n t e s  d e  d e n s id a d  d e  
s a c a r o s a . Las bandas de peroxisomas aparecen indicadas por flechas en las fot os.  La caract eriz ación de los org ánu los 
celu lares en los g radient es fu e realiz ada u sando marcadores enz imát icos específicos de los dist int os org ánu los celu lares.  
C at alasa ( µmol min-1 ml-1 )  e isocit rat o liasa ( nmol min-1 ml-1 )  se u saron como marcadores de peroxisomas en fru t os v erdes y  
roj os,  respect iv ament e.  S e empleó la act iv idad fu marasa ( mmol min-1 ml-1 )  como marcador de mit ocodrias,  la N A P D H -cy t  c
redu ct asa ( mmol min-1 ml-1 )  de ret ícu lo endoplasmát ico,  la fru ct osa-1 , 6 -bisfosfat asa ( mmol min-1 ml-1 )  de cloroplast os y  la 
g liceraldehído-3-fosfat o deshidrog enasa ( nmol min-1 ml-1 )  de cromoplast os.
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U na  v ez  lo c a li z a d a  la  b a nd a  d e p er o x i so m a s,  se ex t r a j o  d i c h a  f r a c c i ó n m ed i a nt e 
p er f o r a c i ó n y su c c i ó n c o n u na  j er i ng a . P o st er i o r m ent e,  se so m et i er o n lo s p er o x i so m a s a  
c h o q u e o sm ó t i c o  y se c ent r i f u g a r o n p a r a  q u ed a r no s c o n la  f r a c c i ó n so lu b le d e d i c h o s 
o r g á nu lo s. E n d i c h a  f r a c c i ó n se a na li z a r o n la s a c t i v i d a d es enz i m á t i c a s q u e se d esc r i b en 
m á s a d ela nt e. 
 
4.3.3. M o r f o l o g í a  d e  l o s  p e r o x i s o m a s  p u r i f i c a d o s  d e  f r u t o s  d e  p i m i e n t o  
P a r a  c o nf i r m a r  la  p r esenc i a ,  i nt eg r i d a d  y g r a d o  d e p u r ez a  d e lo s p er o x i so m a s p u r i f i c a d o s 
en lo s g r a d i ent es d e d ensi d a d ,  se p r o c ed i ó  a  su  a ná li si s m ed i a nt e m i c r o sc o p í a  elec t r ó ni c a . 
L a s i m á g enes o b t eni d a s m o st r a r o n g r a n c a nt i d a d  d e p er o x i so m a s c o n  c u er p o s c r i st a li no s 
d enso s a  lo s elec t r o nes (F i g . 4 .2 5  A -C ) y p o c a  o  ni ng u na  c o nt a m i na c i ó n p o r  p la st i d i o s o  
m i t o c o nd r i a s. A d em á s o b ser v a m o s u na s est r u c t u r a s nu ev a s,  c o n u n c o nt eni d o  a m o r f o  
env u elt o  p o r  u na  m em b r a na  senc i lla ,  q u e p o d r í a n d er i v a r  d e p er o x i so m a s r o t o s a  c a u sa  
d el p r o c eso  ex p er i m ent a l. D e a h í  q u e la s lla m em o s p a r t í c u la s d er i v a d a s d e p er o x i so m a s 
(F i g . 4 .2 5 . F -G ). T a m b i é n se h a lla r o n c u er p o s c r i st a li no s li b r es y/ o  env u elt o s p o r  la  
m em b r a na  d el p er o x i so m a  (F i g . 4 .6 0 D  y E ,  r esp ec t i v a m ent e). 
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Fig. 4.25. Microscopía  e l e ct rón ica  d e  pe rox isom a s d e  f ru t os d e  pim ie n t o pu rif ica d os e n  l os gra d i e n t e s d e  
d e n sid a d  d e  sa ca rosa . A-C ,  P e r o x i s o m a s  q u e  c o n t i e n e n  c u e r p o s  c r i s t a l i n o s . D ,  c u e r p o  c r i s t a l i n o  l i b r e ;  E ,  c u e r p o  
c r i s t a l i n o  e n v u e l t o  p o r  u n a  e n v o l t u r a  p e r o x i s o m a l . F -G ,  p a r t íc u l a s  d e r i v a d a s  d e  p e r o x i s o m a s  r o d e a d a s  p o r  u n a  
m e m b r a n a  s e n c i l l a . L a  p u n t a  d e  f l e c h a  i n d i c a  l a  z o n a  d e  r o t u r a  d e  l a  m e m b r a n a . L a s  b a r r a s  r e p r e s e n t a n  0 .5  µm  e n  
l o s  p a n e l e s  A-E ,  y  1  µm  e n  l o s  p a n e l e s  F -G .
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4.3.4. En z i m a s  d e  l a  f o t o r r e s p i r a c i ó n :  G O X  y  H R P  
C o n el f i n d e d et er m i na r  el t i p o  d e m et a b o li sm o  p r esent e en lo s p er o x i so m a s d e f r u t o s 
v er d es y r o j o s,  se a na li z ó  la  a c t i v i d a d  d e d o s enz i m a s c la v es en la  f o t o r r esp i r a c i ó n,  la  
G OX ,  enz i m a  g ener a d o r a  d e H 2O2 y la  H P R . T a nt o  la  a c t i v i d a d  G OX  c o m o  H P R  no  f u e 
d et ec t a d a  en p er o x i so m a s d e f r u t o s r o j o s,  m i ent r a s q u e sí  p u d i er o n ser  d et ec t a d a s en lo s 
p er o x i so m a s d e f r u t o s v er d es (F i g . 4 .2 6 ).  
 
4.3.5. En z i m a s  d e  l a  β-o x i d a c i ó n :  A C O X  y  T I O  
E n c u a nt o  a  la s enz i m a s d e la  β-o x i d a c i ó n,  se m i d i er o n la  a c t i v i d a d  a c i l-C o A  o x i d a sa  
(A C OX ),  q u e i nt er v i ene a l c o m i enz o  d e d i c h o  p r o c eso ,  y la  a c t i v i d a d  T I O,  q u e c a t a li z a  la  
ú lt i m a  et a p a  d el m i sm o  en lo s p er o x i so m a s. L o s r esu lt a d o s o b t eni d o s i nd i c a n q u e la  
a c t i v i d a d  d e la  enz i m a  T I O no  m o st r a b a  c a m b i o s si g ni f i c a t i v o s ent r e a m b o s t i p o s d e 
f r u t o s,  m i ent r a s q u e la  a c t i v i d a d  A C OX  er a  u na s 2 0 v ec es m a yo r  en p er o x i so m a s d e f r u t o s 
v er d es q u e en lo s p er o x i so m a s d e f r u t o s r o j o s (F i g . 4 .2 7 ). S e a na li z ó  t a m b i é n el c o nt eni d o  
d e la  enz i m a  T I O m ed i a nt e t r a nsf er enc i a  d e w est er n u sa nd o  a nt i c u er p o s f r ent e a  
c o t i led o nes d e c a la b a z a ,  o b t eni é nd o se u na  b a nd a  d e 4 5  k D a  q u e er a  d e i g u a l i nt ensi d a d  
en a m b o s t i p o s d e f r u t o s. 
 
4.3.6. En z i m a s  d e l  c i c l o  d e l  g l i o x i l a t o :  M S  e  I C L  
E n p er o x i so m a s d e f r u t o s,  la  a c t i v i d a d  d e la s enz i m a s d el c i c lo  d el g li o x i la t o ,  m a la t o  
si nt a sa  (M S ) e i so c i t r a t o  li a sa  (I C L ),  ex p er i m ent a r o n u n d esc enso  c o nsi d er a b le en f r u t o s 
r o j o s,  d el o r d en d e 1 , 5  y 2  v ec es,  c o n r ela c i ó n a  lo s p er o x i so m a s d e f r u t o s v er d es (F i g . 
4 .2 8 ). 
 
4.3.7. En z i m a s  d e l  m e t a b o l i s m o  d e  R O S :  C A T ,  X O D ,  G R  y  S O D  
P a r a  est u d i a r  el f u nc i o na m i ent o  d el m et a b o li sm o  o x i d a t i v o  d e lo s p er o x i so m a s d e f r u t o s 
d e p i m i ent o  d u r a nt e la  m a d u r a c i ó n,  se a na li z a r o n la s enz i m a s,  c a t a la sa  (C A T ),  x a nt i na  
o x i d a sa  (X OD ),  g lu t a t i o n r ed u c t a sa  (G R ) y su p er ó x i d o  d i sm u t a sa  (S OD ). E n c u a nt o  a  la  
enz i m a  q u e i nt er v i enen en la  eli m i na c i ó n d i r ec t a  d el H 2O2 ,  c a t a la sa  y g lu t a t i o n r ed u c t a sa  
d e f o r m a  i nd i r ec t a ,  se o b ser v ó  u na  a c t i v i d a d  m a yo r  en f r u t o s v er d es,  d el o r d en d e c u a t r o  
y c i nc o  v ec es,  c o n r ela c i ó n a  lo s f r u t o s r o j o s (F i g . 4 .2 9 ). A d em á s,  se a na li z ó  el c o nt eni d o  
p r o t ei c o  d e la  c a t a la sa ,  m ed i a nt e la  t é c ni c a  d e t r a nsf er enc i a  d e w est er n u t i li z a nd o  u n 
a nt i c u er p o  f r ent e a  c a t a la sa  d e c o t i led o nes d e c a la b a z a . L o s r esu lt a d o s r ev ela r o n t a m b i é n 
u n d esc enso  d el c o nt eni d o  p r o t ei c o  d e C A T  en f r u t o s r o j o s r esp ec t o  a  v er d es. L a  a c t i v i d a d  
X OD ,  r esp o nsa b le d e la  p r o d u c c i ó n d el r a d i c a l O2˙ en la  m a t r i z  p er o x i so m a l,  a p ena s 
ex p er i m ent ó  c a m b i o s d u r a nt e la  m a d u r a c i ó n d e lo s f r u t o s (F i g . 4 .2 9 ).  
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Fig. 4.26. E n z im a s  d e  l a  f o t o r r e s p ir a c ión  e n  
p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s  d e  
p im ie n t o . La actividad enzimática es tá ex p r es ada 
en nmo l  min-1mg -1 .  G O X ,  g l ico l ato  o x idas a;  H P R ,  
h idr o x ip i r u vato  r edu ctas a.  Lo s  val o r es  indicado s  
s o n l a media de 3  ex p er imento s  ± el  er r o r  
es tandar d de l a media ( E S M ) .  A
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Fig. 4.26. E n z im a s  d e  l a  f o t o r r e s p ir a c ión  e n  
p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s  d e  
p im ie n t o . La actividad enzimática es tá ex p r es ada 
en nmo l  min-1mg -1 .  G O X ,  g l ico l ato  o x idas a;  H P R ,  
h idr o x ip i r u vato  r edu ctas a.  Lo s  val o r es  indicado s  
s o n l a media de 3  ex p er imento s  ± el  er r o r  
es tandar d de l a media ( E S M ) .  A
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Fig. 4.27. E n z i m a s  d e  l a  β-o x id a c ión  d e  ác id o s  
gr a s o s  e n  p e r o x i s o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  
r o j o s  d e  p im ie n t o . ACOX, acil-Co A o x i d as a 
( m m o l m i n -1 m g -1 ) ;  T I O, t i o las a ( n m o l m i n -1 m g -1 ) .  
L a t r an s f e r e n cia d e  w e s t e r n  d e  t io las a ( s o b r e  e l 
g r áf ico )  f u e  r e aliz ad a u s an d o  u n  an t icu e r p o  
( d ilu ción  1 : 5 0 0 )  f r e n t e  a la e n z i m a d e  co t ile d o n e s  
d e  calab az a ( K at o  e t  al.  1 9 9 6 ) .  L o s  v alo r e s  
in d icad o s  s o n  la m e d ia d e  3  e x p e r im e n t o s  ± e l 
e r r o r  e s t an d ar d  d e  la m e d ia ( E S M ) .  
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Verde R o j o Fig. 4.27. E n z i m a s  d e  l a  β-o x id a c ión  d e  ác id o s  
gr a s o s  e n  p e r o x i s o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  
r o j o s  d e  p im ie n t o . ACOX, acil-Co A o x i d as a 
( m m o l m i n -1 m g -1 ) ;  T I O, t i o las a ( n m o l m i n -1 m g -1 ) .  
L a t r an s f e r e n cia d e  w e s t e r n  d e  t io las a ( s o b r e  e l 
g r áf ico )  f u e  r e aliz ad a u s an d o  u n  an t icu e r p o  
( d ilu ción  1 : 5 0 0 )  f r e n t e  a la e n z i m a d e  co t ile d o n e s  
d e  calab az a ( K at o  e t  al.  1 9 9 6 ) .  L o s  v alo r e s  
in d icad o s  s o n  la m e d ia d e  3  e x p e r im e n t o s  ± e l 
e r r o r  e s t an d ar d  d e  la m e d ia ( E S M ) .  
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Fig. 4.28. E n z im a s  d e l  c ic l o  d e l  gl io x i l a t o  e n  
p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s  d e  
p im ie n t o . La actividad enzimática es tá ex p r es ada 
en nmo l  min-1 mg -1. M S ,  mal ato  s intas a;  I C L,  
is o citr ato  l ias a. Lo s  val o r es  indicado s  s o n l a media 
de 3  ex p er imento s  ± el  er r o r  es tandar d de l a 
media ( E S M ) . 
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Fig. 4.28. E n z im a s  d e l  c ic l o  d e l  gl io x i l a t o  e n  
p e r o x is o m a s  d e  f r u t o s  v e r d e s  y  r o j o s  d e  
p im ie n t o . La actividad enzimática es tá ex p r es ada 
en nmo l  min-1 mg -1. M S ,  mal ato  s intas a;  I C L,  
is o citr ato  l ias a. Lo s  val o r es  indicado s  s o n l a media 
de 3  ex p er imento s  ± el  er r o r  es tandar d de l a 
media ( E S M ) . 
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Fig. 4.29. Enzimas del metabolismo de ROS en peroxisomas de frutos v erdes y  roj os de pimiento. CAT, 
c a t a l a s a  ( µm o l  m i n -1 m g -1 ) ;  X O D , x a n t i n a  o x i d a s a  ( n m o l  m i n -1 m g -1 ) ;  G R , g l u t a t i o n  r e d u c t a s a  ( n m o l  m i n -1 m g -1 ) .  
Tr a n s f e r e n c i a  d e  w e s t e r n  d e  c a t a l a s a  ( s o b r e  l a  g r áf i c a )  f u e  r e a l i z a d a  u s a n d o  u n  a n t i c u e r p o  ( d i l u c i ón  1 : 5 0 0 )  f r e n t e  
a  l a  e n z i m a  d e  c o t i l e d o n e s  d e  c a l a b a z a  ( Y a m a g u c h i  e t  a l . , 1 9 8 4 ) . L o s  v a l o r e s  i n d i c a d o s  s o n  l a  m e d i a  d e  3  
e x p e r i m e n t o s  ± e l  e r r o r  e s t a n d a r d  d e  l a  m e d i a  ( E S M ) .  
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Se demostró la presencia de actividad SOD en los peroxisomas de frutos verdes y 
roj os de pimiento.  Se ob servó q ue la actividad de esta enz ima encarg ada de eliminar los 
radicales O2· dentro del peroxisoma era mayor en peroxisomas de frutos verdes q ue en 
roj os ( F ig .  4 . 3 0 A ) .  E l estudio de la actividad SOD mediante E G P A  nativa, utiliz ando 
inh ib idores especí ficos, mostró q ue la isoenz ima presente en los peroxisomas de amb os 
frutos era la M n-SOD y q ue é sta presentab a un patrón de actividad similar al ob servado 
en la actividad total ( F ig .  4 . 3 0 B ) .  L a mayor actividad M n-SOD detectada en los frutos 
verdes se correspondí a con una mayor cantidad proteica de esta isoenz ima, en estos 
frutos, como lo reveló la transferencia de w estern en la q ue se usó un anticuerpo frente a 
la M n-SOD de h oj as de g uisante ( F ig .  4 . 3 0 B ) .  E n amb os tipos de frutos el tamañ o de la 
sub unidad de la M n-SOD resultó ser de 2 7  k Da.  
 
4.3.8. N A D P -d e s h i d r o g e n a s a s :  G 6 P D G ,  6 P G D H  e  I C D H  
E n los peroxisomas de frutos tamb ié n se estudiaron las enz imas implicadas en la ruta de 
las pentosas fosfato encarg adas de reg enerar el N A DP H  necesario para el funcionamiento 
del ciclo ascorb ato-g lutation y para la sí ntesis de lí pidos ( del R í o et al. , 2 0 0 6 ) .  Se ob servó 
q ue la actividad de la G 6 P DH  y la 6 P G DH  de la matriz  peroxisomal de frutos verdes era 
dos veces superior aproximadamente, con relación a la de frutos roj os.  P or otro lado, la 
actividad de la enz ima N A DP -I C DH , otra fuente de N A DP H , presentab a una actividad 
elevada en frutos verdes, mientras q ue no era detectada en frutos roj os ( F ig .  4 . 3 1 ) .  
 
4.3.9. C o n t e n i d o  e n  a s c o r b a t o  y  g l u t a t i o n  
P or ú ltimo, se analiz ó el contenido de los antioxidantes no enz imá ticos ascorb ato y 
g lutation en la matriz  peroxisomal y se comparó con la concentración de estos 
compuestos en los extractos crudos de frutos de pimiento verdes y roj os.  E l contenido de 
ascorb ato total en extractos crudos de frutos verdes y roj os era similar, siendo del orden 
de 2 0 4  y 2 2 1  mg  de ascorb ato por 1 0 0  g r de frutos verdes y roj os, respectivamente.  Sin 
emb arg o, a nivel peroxisomal, los pimientos roj os presentab an un mayor contenido en 
ascorb ato q ue los frutos verdes ( T ab la 4 . 1 ) .   

A demá s, se ob servó q ue la concentración de g lutation total era 2  veces mayor en 
extractos crudos de frutos verdes q ue en roj os, mientras q ue a nivel peroxisomal amb os 
tipos de frutos mostrab an la misma concentración.  L os valores de g lutation de extractos 
crudos mostrados en la tab la 4 . 1 .  corresponden a 5 ,7  mg  de G SH  por 1 0 0  g  de peso fresco 
de frutos verdes y 3 ,1  mg  de G SH  por 1 0 0  g  de frutos roj os.  
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Fig. 4.31. NADP-d e s h id r o ge n a s a s  e n  p e r o x i s o m a s  
d e  f r u t o s  d e  p im ie n t o s  v e r d e s  y  r o j o s . La actividad 
e n z i m ática e s tá e x p r e s ada e n  n m o l  m i n -1 m g -1 .  
G 6P D H ,  g l u co s a-6-f o s f ato  de s h idr o g e n as a;  6P G D H ,  6-
f o s f o g l u co n ato  de s h idr o g e n as a;  I C D H ,  is o citr ato  
de s h idr o g e n as a.  Lo s  val o r e s  in dicado s  s o n  l a m e dia de  
3  e x p e r i m e n to s  ± e l  e r r o r  e s tan dar d de  l a m e dia 
( E S M ) .  A
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ASC + DHA           GSH+GSSG  
(µmol/L) (µmol/L)

Extractos crudos            
Pimiento verde          2406 ± 505 43,1 ± 0,9
Pimiento rojo             2612 ± 108 23,5 ± 0,2

Peroxisomas
Pimiento verde          2,9 ± 0,2 2,3 ± 0,1
Pimiento rojo             8,8 ± 0,2 2,1 ± 0,1

Tabla 4.1. Contenido de as c or bato y  g lu tation total en ex tr ac tos  
c r u dos  y  p er ox is om as  de f r u tos  de p im ientos  r oj os  y  v er des . 

Los resultados proceden de  3 experimentos distintos ± E S M .  A S C ,  
ascorb ato reducido;  D H A ,  desh idroascorb ato;  G S H ,  g lutation reducido;  
G S S G ,  g lutation oxidado.

ASC + DHA           GSH+GSSG  
(µmol/L) (µmol/L)

Extractos crudos            
Pimiento verde          2406 ± 505 43,1 ± 0,9
Pimiento rojo             2612 ± 108 23,5 ± 0,2

Peroxisomas
Pimiento verde          2,9 ± 0,2 2,3 ± 0,1
Pimiento rojo             8,8 ± 0,2 2,1 ± 0,1

Tabla 4.1. Contenido de as c or bato y  g lu tation total en ex tr ac tos  
c r u dos  y  p er ox is om as  de f r u tos  de p im ientos  r oj os  y  v er des . 

Los resultados proceden de  3 experimentos distintos ± E S M .  A S C ,  
ascorb ato reducido;  D H A ,  desh idroascorb ato;  G S H ,  g lutation reducido;  
G S S G ,  g lutation oxidado.

Fig. 4.30. Superóx id o  d i s m ut a s a  en  pero x is o m a s  d e f rut o s  v erd es  y  ro j o s  d e pim ien t o . A, actividad total, expresada 
com o u n idades m g -1 .  L os valores in dicados son  la m edia de 3  experim en tos ± el error estan dard de la m edia ( E S M ) .  B , 
E G P A n ativa y  tran sf eren cia de w estern .  U san do distin tos in h ib idores se dem ostró q u e la b an da de actividad en  g eles 
correspon día a la M n -S O D .  E n  los en say os por w estern  b lot, se u só u n  an ticu erpo ( dilu ción  1 : 5 0 0 )  f ren te a u n a M n -S O D  
de h oj as de g u isan te ( R om ero-P u ertas et al.  1 9 9 9 ) .
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4.4. A N T I O X I D A N T E S  E N Z I M Á T I C O S  D E  F R U T O S  D E  P I M I E N T O . E F E C T O  
D E  L A S  V A R I A C I O N E S  A M B I E N T A L E S  
4.4.1. C o n d i c i o n e s  m e t e o r o l ó g i c a s  
Se h a llevado a cab o el estudio de los antioxidantes enz imá ticos de frutos maduros de 
diversas variedades de pimiento sometidos a distintas condiciones de temperatura y 
radiación luminosa a partir de la poliniz ación.  L os frutos analiz ados fueron recolectados 
en dos periodos distintos de la cosech a: 1 3  de enero de 2 0 0 3  ( E 0 3 )  y 1 3  de feb rero de 2 0 0 3  
( F 0 3 ) .  T eniendo en cuenta q ue la poliniz ación ocurre aproximadamente 9 0  dí as antes de la 
recog ida en la é poca invernal, los frutos recog idos el 1 3  de enero de 2 0 0 3  corresponden a 
poliniz aciones ocurridas a mediados de octub re, mientras q ue los recog idos el 1 3  de 
feb rero de 2 0 0 3  se g estaron a mediados de noviemb re.  E n la fig ura 4 . 3 2  se representan los 
valores de temperatura má xima ( º C )  y radiación solar ( M J / m2 ·  dí a)  recog idos durante los 
meses de octub re de 2 0 0 2  a feb rero de 2 0 0 3  por la E stación M eteorológ ica de la M oj onera 
( A lmerí a) , próxima al E j ido, donde fueron cosech ados los frutos.   
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Fig. 4.32. Datos meteorológicos, correspondientes al peridodo de octu b re de 20 0 2 a f eb rero de 20 0 3. Las medidas 
de t emp er at u r a media,  r adiac ió n  so l ar ,  h u medad r el at iv a media y  p r ec ip i t ac ió n  se r eg ist r ar o n  en  l a E st ac i ó n  
M et eo r o l ó g ic a de La M o j o n er a ( A l mer í a)
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4.4.2. S e l e c c i ó n  d e  l a s  v a r i e d a d e s  y  d i s e ñ o  e x p e r i m e n t a l  
En e st e  e st u d i o  se  h an u t i l i z ad o  f r u t o s d e  p i m i e nt o  d e  4  v ar i e d ad e s d i st i nt as: V e r g asa, 
B i e l a, G al i l e o  y  D u l ce  I t al i ano . Ent r e  e l l o s, V e r g asa y  B i e l a so n f r u t o s d e  t i p o  cal i f o r ni a, 
si e nd o  am b o s v e r d e s e n su  p r i m e r  e st ad i o  d e  d e sar r o l l o  q u e  v i r an a r o j o  y  am ar i l l o , 
r e sp e ct i v am e nt e , co n l a m ad u r aci ón. G al i l e o  e s u n f r u t o  d e  t i p o  l am u y o  q u e  e s v e r d e  al  
p r i nci p i o  d e  su  d e sar r o l l o  y  r o j o  e n su  e st ad o  m ad u r o . L a v ar i e d ad  D u l ce  I t al i ano  
p e r t e ne ce  al  g r u p o  d e l  m i sm o  no m b r e  y  su  co nsu m o  e s p r e f e r e nt e m e nt e  cu and o  so n 
v e r d e s (F i g . 4 .33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P ar a cad a v ar i e d ad  y  co se ch a e st u d i ad a se  r e co l e ct ar o n 5  f r u t o s, d e  l o s cu al e s se  
p r e p ar ar o n d i st i nt o s e x t r act o s q u e  p o st e r i o r m e nt e  f u e r o n anal i z ad o s. L o s r e su l t ad o s 
o b t e ni d o s p ar a l o s d i st i nt o s p ar á m e t r o s anal i z ad o s co r r e sp o nd e n a u na m e d i a d e  l as 5  
m u e st r as r e co g i d as. 

P ar a e st u d i ar  e l  e f e ct o  e j e r ci d o  p o r  l as v ar i aci o ne s am b i e nt al e s so b r e  l as e nz i m as 
i m p l i cad as e n e l  m e t ab o l i sm o  o x i d at i v o  d e  l a cé l u l a se  anal i z ar o n a ni v e l  b i o q u í m i co  y  
m o l e cu l ar  l as e nz i m as cat al asa, su p e r óx i d o  d i sm u t asa, l as d e l  ci cl o  asco r b at o -g l u t at i o n 
(asco r b at o  p e r o x i d asa, g l u t at i o n r e d u ct asa y  m o no d e sh i d r o asco r b at o  r e d u ct asa) y  l as 
d e sh i d r o g e nasas d e p e nd i e nt e s d e  N A D P +, g l u co sa-6-f o sf at o  d e sh i d r o g e nasa, 6-
f o sf o g l u co nat o  d e sh i d r o g e nasa, i so ci t r at o  d e sh i d r o g e nasa y  e nz i m a m á l i co . I g u al m e nt e  se  
anal i z ó e n l as m i sm as co nd i ci o ne s l a g al act o no -γ-l act o na d e sh i d r o g e nasa.  

P ar a l o s e st u d i o s d e  e x p r e si ón d e  l as d i st i nt as e nz i m as ant i o x i d ant e s, se  se l e cci o nó 
e l  g e n d e  l a actina co m o  p at r ón i nt e r no  p ar a l a t é cni ca d e  P C R  se m i cu ant i t at i v a y  P C R  
cu ant i t at i v a a t i e m p o  r e al  t r as co m p r o b ar  q u e  d i ch o  g e n se  e x p r e sab a co nst i t u t i v am e nt e  
e n l as m u e st r as d e  p i m i e nt o  co n l as q u e  í b am o s a t r ab aj ar  (F i g . 4 .34 ). D e b i d o  a q u e  l a 
se cu e nci a d e  cD N A  d e  l a actina d e  p i m i e nt o  no  se  co no cí a aú n, se  d i se ñ ar o n ce b ad o r e s 
p ar a d i ch o  g e n m e d i ant e  e l  al i ne am i e nt o  d e  d i st i nt as se cu e nci as nu cl e o t í d i cas d e  actina 
d e p o si t ad as e n l as b ase s d e  d at o s. S e  se l e cci o nó u na p ar e j a d e  ce b ad o r e s (F -A C T  y  R -
A C T ) e n b ase  a l as z o nas i nt e r e sp e cí f i cas co nse r v ad as (t ab l a 3.4 ). C o n e st o s ce b ad o r e s, se  

Fig. 4.33. Variedades de pimiento 
empl eadas para el  estu dio de l a 
inf l u enc ia de l as v ariac iones 
amb iental es en l os antiox idantes del  
f ru to. En cada caso, se indican los tipos 
de f r u to a los q u e cor r esponde cada 
v ar iedad, así com o el f enotipo de los f r u tos 
en su  estado m adu r o.   
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o b t u v o  u n f r ag m e nt o  d e  5 7 3 p ar e s d e  b ase s, q u e  se  cl o nó e n e l  v e ct o r  p G EM -T  Easy  y  se  
se cu e nci ó. L a se cu e nci a o b t e ni d a se  d e p o si t ó e n l a b ase  d e  d at o s d e l  N C B I  
(w w w .ncb i .nl m .ni h .g o v ;  nú m e r o  d e  acce so  A Y 5 7 2 4 2 7 ). Est a se cu e nci a co m p ar t í a u na 
i d e nt i d ad  d e l  9 3%  co n l a se cu e nci a co no ci d a d e  cD N A  d e  actina d e  N ico tiana tab acu m  y  u n 
9 5 %  co n l a d e  S o l anu m  tu b e r o s u m  (A ne x o  I , F i g . 1 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
En l a F i g . 1  d e l  A ne x o  I I  se  m u e st r an l as co nd i ci o ne s e st ab l e ci d as p ar a l o s e st u d i o s 

d e  e x p r e si ón m e d i ant e  P C R  se m i cu ant i t at i v a, co m o  e l  nú m e r o  d e  ci cl o s u t i l i z ad o s p ar a 
cad a p ar e j a d e  ce b ad o r e s u t i l i z ad o s e n cad a caso , así  co m o  e l  t am añ o  d e  b and a e sp e r ad o  y  
e l  nú m e r o  d e  acce so  d e  l a se cu e nci a d e  cD N A  p ar ci al .  

 
4.4.3. C a t a l a s a  
4.4.3.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
S e  anal i z ó l a act i v i d ad  cat al asa (C A T ) e n f r u t o s d e  p i m i e nt o  d e  l as v ar i e d ad e s V e r g asa, 
B i e l a, G al i l e o  y  D u l ce  I t al i ano  so m e t i d o s a v ar i aci o ne s am b i e nt al e s (E0 3 y  F 0 3) (F i g . 4 .35 ). 
L a act i v i d ad  C A T  no  e x p e r i m e nt ó v ar i aci ón (p > 0 ,0 5 ) e nt r e  l o s f r u t o s E0 3 y  F 0 3 e n l as 
v ar i e d ad e s D u l ce  I t al i ano  y  G al i l e o , m i e nt r as q u e  e n V e r g asa l a act i v i d ad  C A T  au m e nt ó 
si g ni f i cat i v am e nt e  (p < 0 ,0 0 5 ) e n l o s f r u t o s F 0 3 r e sp e ct o  a l o s E0 3. En B i e l a l a act i v i d ad  
C A T  d i sm i nu y ó (p < 0 ,0 1 ) e n l o s f r u t o s F 0 3 r e sp e ct o  a l o s E0 3. Ent r e  v ar i e d ad e s y  t e ni e nd o  
e n cu e nt a sól o  a l o s f r u t o s E0 3, p u d i m o s o b se r v ar  q u e  l a act i v i d ad  cat al asa e n l as 
v ar i e d ad e s B i e l a y  D u l ce  I t al i ano  e r a su p e r i o r  (p < 0 ,0 5 ) a l a q u e  m o st r ab an l o s f r u t o s d e  
V e r g asa y  G al i l e o . En l a co se ch a F 0 3 l o s f r u t o s d e  l a v ar i e d ad  G al i l e o  p r e se nt ar o n m e no s 
act i v i d ad  C A T  q u e  l o s d e  l as o t r as v ar i e d ad e s e st u d i ad as.  
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.35. Actividad catalasa en frutos de 
distintas variedades de p im iento.  Los ensayos 
d e ac t i v i d ad  se l l ev ar on a c ab o en l as v ar i ed ad es 
V er g asa,  B i el a,  D u l c e i t al i ano y G al i l eo en f r u t os 
c osec h ad os a m ed i ad os d e ener o y d e f eb r er o d e 
2 0 0 3  ( E 0 3  y F 0 3 ,  r esp ec t i v am ent e) .  E l  ast er i sc o 
i nd i c a l os c am b i os est ac i onal es si g ni f i c at i v os c on 
r esp ec t o a l os f r u t os E 0 3  en c ad a v ar i ed ad  
anal i z ad a.  Los v al or es i nd i c ad os son l a m ed i a d e 
5  ex p er i m ent os ± el  er r or  est and ar d  d e l a m ed i a 
( E S M ) .Vergasa B i el a D u l c e 
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Fig. 4.34. Expresión  d el  m R N A d el  gen  d e l a  
actina d e f ru t o s d e c u a t ro  v a ried a d es d e 
pim ien t o  a n a l iz a d o s po r P C R . Los ensayos de 
ex p r esi ón se l l ev ar on a c ab o en l as v ar i edades 
V er g asa,  B i el a,  D u l c e i t al i ano ( D I T )  y G al i l eo en 
frutos cosechados a mediados de enero y de 
feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectiv amente) .  M ,  
marcadores de tamaño mol ecul ar.
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4.4.3.2. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
Mediante RT-P C R sem ic u antitativ a, se analiz ar on los niv eles de m RN A de la CAT de 
f r u tos de p im iento de las v ar iedades y  c ondic iones desc r itas anter ior m ente. En p r inc ip io, 
se diseñ ar on c eb ador es esp ec í f ic os p ar a la ca t a l a s a  (F -C AT y  R-C AT), a p ar tir  de la 
sec u enc ia c onoc ida de c D N A de ca t a l a s a  de p im iento dep ositada en la b ase de datos del 
N C BI  (w w w .nc b i.nlm .nih .g ov ;  nú m er o de ac c eso AF 227 9 5 2). En la tab la 3.4 se m ostr ar on 
los c eb ador es esp ec í f ic os u tiliz ados en los estu dios de ex p r esión m ediante P C R 
sem ic u antitativ a. 

P ar a c om p r ob ar  la f iab ilidad de estos c eb ador es, se su b c lonó y  sec u enc ió la z ona 
am p lif ic ada de 41 8  p ar es de b ases (Anex o I I , F ig . 2A). La sec u enc ia ob tenida c om p ar tí a 
u na identidad del 1 0 0 %  c on la sec u enc ia del c D N A de la ca t a l a s a  de Ca p s i cu m  a n n u u m  L. 
dep ositada en la b ase de datos. 

S e estab lec ier on las c ondic iones m á s ap r op iadas p ar a los aná lisis de RT-P C R 
sem ic u antitativ a, em p leando c om o c ontr ol inter no la a ct i n a . En este diseñ o h a de 
c onsider ar se q u e la c antidad de D N A am p lif ic ado se enc u entr e en f ase ex p onenc ial, tanto 
p ar a la CAT c om o p ar a la a ct i n a . En nu estr o c aso, el nú m er o de c ic los p ar a la CAT f u e de 
24, y  de 28  p ar a la a ct i n a  y  u na tem p er atu r a de h ib r idac ión de 5 5 º C  en am b os c asos 
(Anex o I I , F ig . 2B). 

La F ig u r a 4.36  r ep r esenta los r esu ltados de ex p r esión de la CAT de p im iento 
ob tenidos m ediante P C R sem ic u antitativ a en las distintas v ar iedades de p im iento y  
v ar iac iones am b ientales estu diadas. La F ig u r a 4.36 A nos p er m ite analiz ar  la ex p r esión de 
la CAT de p im iento entr e los f r u tos E0 3 y  F 0 3 (las c alib r ac iones, en c ada u na de las 
v ar iedades, se h ic ier on en b ase a los f r u tos E0 3 a los q u e se asig nar on v alor  1 ) y  la F ig u r a 
4.36 B nos p er m ite c om p ar ar  la ex p r esión de CAT entr e v ar iedades (todos los v alor es se 
r ef ir ier on al f r u to E0 3 de G alileo al q u e se asig nó c om o v alor  1 ). La ex p r esión de CAT en la 
v ar iedad G alileo ex p er im entó u na dism inu c ión del 8 0 %  en el f r u to F 0 3 r esp ec to al E0 3 
(F ig . 4.36 A). Entr e v ar iedades (F ig . 4.36 B), se ob ser v ó q u e la ex p r esión de CAT f u e 
sig nif ic ativ am ente inf er ior  (p < 0 ,0 5 ) en f r u tos de p im iento de la v ar iedad G alileo q u e en 
las otr as v ar iedades estu diadas. Esta dif er enc ia f u e m ay or  (p < 0 ,0 0 5 ) en F 0 3 q u e en E0 3.  

 
4.4.4. S u p e r ó x i d o  d i s m u t a s a   
4.4.4.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
S e estu dió la ac tiv idad su p er óx ido dism u tasa (S O D ) total en f r u tos de p im iento de las 
v ar iedades V er g asa, Biela, G alileo y  D u lc e I taliano som etidos a c am b ios estac ionales (E0 3 
y  F 0 3) m ediante el m é todo esp ec tr of otom é tr ic o de r edu c c ión del c itoc r om o c. La ac tiv idad 
S O D  desc endió sig nif ic ativ am ente (p < 0 ,0 1 ) en los f r u tos F 0 3 r esp ec to a los E0 3 de la 
v ar iedad D u lc e I taliano, m ientr as q u e en la v ar iedad V er g asa dic h a ac tiv idad au m entó 
(p < 0 ,0 1 ) en los f r u tos F 0 3 r esp ec to a los E0 3. P or  otr o lado, la ac tiv idad S O D  f u e 
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sig nif ic ativ am ente m ay or  (p < 0 ,0 0 5 ) en f r u tos de la v ar iedad Biela en am b as r ec og idas q u e 
en las otr as v ar iedades analiz adas (F ig . 4.37 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.4.2. I s o e n z i m a s  
El ensay o de la ac tiv idad isoenz im á tic a se llev ó a c ab o m ediante la té c nic a de EG P A-
nativ a (F ig . 4.38 A). S e identif ic ar on 4 isof or m as de m ov ilidad c r ec iente q u e p or  su  
sensib ilidad a inh ib idor es se c or r esp ondí an c on u na Mn-S O D , u na F e-S O D  y  dos C u Z n-
S O D s desig nadas I  y  I I  en b ase a su  c r ec iente m ov ilidad en el g el. S eg ú n este estu dio 
ob ser v am os q u e la ac tiv idad F e-S O D  f u e lig er am ente m enor  en los f r u tos F 0 3 q u e en los 
f r u tos E0 3 de las v ar iedades analiz adas. Adem á s, se detec tar on lig er as dif er enc ias entr e 
las m ov ilidades de las b andas de la C u Z n-S O D  I I  en la c osec h a F 0 3 de Biela y  D u lc e 
I taliano c on r esp ec to alos f r u tos E0 3. P ar a u na m ej or  r esolu c ión y  sep ar ac ión de las C u Z n-
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Fig. 4.36. Expresión  d if eren c ia l  d e catalasa d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l i l eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l i a n o  y  V erga sa
so m et id o s  a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y feb rero de 2 0 0 3  
( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del R N A  total aislado de los 
frutos de p imiento de las variedades y condiciones mencionadas.  Los p roductos de amp lificación fueron visualiz ados con 
b romuro de etidio y luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en la ex p resión de catalasa .  La raz ón 
indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la catalasa sob re la acti n a usada como control interno 
desp ués de su normaliz ación,  y se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se asignó el valor de 1  en 
cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores a 0 , 8  y sup eriores a 1 , 2  
se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad en la ex p resión de 
catalasa.  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asignó el valor 1 .

Fig. 4.37. Actividad s u p e r óx ido dis m u tas a
( S O D )  e n  f r u to s  de  dis tin tas  var ie dade s  de  
p im i e n to .  Los ensayos de actividad se llevaron a 
cab o en las variedades V erg asa,  B iela,  D u lce 
italiano y G alileo en f ru tos cosech ados a 
m ediados de enero y de f eb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y 
F 0 3 ,  resp ectivam ente) .  E l asterisco indica los 
cam b ios estacionales sig nif icativos con resp ecto a 
los f ru tos E 0 3  en cada variedad analiz ada.  Los 
valores indicados son la m edia de 5  ex p erim entos 
± el error estandard de la m edia ( E S M ) .
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S O D s se u tiliz ó la té c nic a de isoelec tr oenf oq u e (F ig . 4.38 B). En las m u estr as de la c osec h a 
E0 3 de Biela y  D u lc e I taliano se detec tar on tr es isoenz im as c on ac tiv idad C u Z n-S O D , 
m ientr as q u e en la c osec h a F 0 3 de Biela sólo se detec tó u na C u Z n-S O D  q u e se 
c or r esp ondí a c on la b anda inter m edia de E0 3. H asta ah or a no se h a p odido estab lec er  u na 
c or r esp ondenc ia entr e las C u Z n-S O D s detec tadas p or  EG P A-nativ a y  p or  
isoelec tr oenf oq u e en f r u tos de p im iento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.4.3. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
S e u tiliz ó la té c nic a de P C R sem ic u antitativ a p ar a el estu dio de la ex p r esión de las 
distintas isof or m as de S O D  en f r u tos de p im iento de distintas v ar iedades som etidas a 
v ar iac iones am b ientales (E0 3 y  F 0 3). P ar a ello se diseñ ar on c eb ador es esp ec í f ic os (Tab la 
3.4), a p ar tir  de la sec u enc ia de c D N A de M n -S O D  (nú m er o de ac c eso:  AF 0 36 9 36 ), F e -S O D  
(nú m er o de ac c eso:  AY 1 7 31 23) y  Cu Z n -S O D  (nú m er o de ac c eso:  AF 0 0 9 7 34) de f r u tos de 
Ca p s i cu m  a n n u u m  L. dep ositadas en la b ase de datos del N C BI . C on estos c eb ador es y  
m ediante RT-P C R se ob tu v ier on 3 f r ag m entos de 31 4, 35 2 y  45 9  p ar es de b ases, 
r esp ec tiv am ente (Anex o I I , F ig . 3A), q u e se c lonar on en el v ec tor  p G EM-T Easy  y  se 

Fig. 4.38. Actividad is o e n z im ática s u p e r óx ido dis m u tas a ( S O D )  e n  f r u t o s  de  p im ie n to  de  dis tin tas  var ie dade s  
s o m e tidas  a var iacio n e s  am b ie n tal e s . Los frutos de las variedades V ergasa,  B iela,  G alileo y  D ulc e italian o ( D I T )  se 
rec ogieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) . A ,  E G P A -n ativa de ex trac tos c rudos de 
p im ien to ( 1 0 0  µg/ p oc illo) . B ,  isoelec troen foq ue de ex trac tos c rudos de frutos de p i m ien to ( 1 0 0  µg/ p oc illo) . S e in dic an  el 
ran go de p H  em p leado. E n  am b os c asos se m uestran  las isoen z im as detec tadas c arac teriz adas en  b ase al em p leo de 
los in h ib idores K C N  y  H 2O2.
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secuenciaron. E st as secuencias com p art í an una h om ol og í a d el  1 0 0 % , con l as secuencias 
conocid as d e Mn-S O D , F e -S O D  y  C u Z n-S O D  d e f rut o d e C a p s i c u m  a nnu u m  L .  

P ara el  aná l isis p or R T -P C R  sem icuant it at iv a se ut il iz ó  com o p at ró n int erno l a 
a c t i na . C onsid erand o q ue l a cant id ad  d e D N A am p l if icad a d eb í a est ar d ent ro d e l a f ase 
ex p onencial  d e am p l if icació n se real iz ó  l a p rueb a d e cicl os p ara l as S O D s  y  p ara l a a c t i na . 
E n est e caso, el  nú m ero d e cicl os f ue d e 2 8  p ara l a a c t i na  y  d e 2 8 , 2 8  y  2 4  p ara l a Mn-S O D , 
F e -S O D  y  C u Z n-S O D , resp ect iv am ent e ( Anex o I I , F ig . 3B). T ras est ab l ecer l as cond iciones 
ap rop iad as, se anal iz ó  l a ex p resió n d e l as S O D s  d e l os f rut os d e p im ient o. L as f ig uras 
4 .39A, 4 .4 0 A y  4 .4 1 A nos p erm it en anal iz ar l a ex p resió n d e l as d ist int as S O D s  d e p im ient o 
ent re l os f rut os E 0 3 y  F 0 3 ( l as cal ib raciones, en cad a una d e l as v aried ad es, se h icieron en 
b ase a l os f rut os E 0 3;  v al or 1 ) y  l as F ig uras 4 .39B, 4 .4 0 B y  4 .4 1 B nos p erm it e com p arar l a 
ex p resió n d e l as S O D s ent re v aried ad es ( t od os l os v al ores se ref ieren al  f rut o E 0 3 d e 
G al il eo;  v al or 1 ). L a ex p resió n d e l a Mn-S O D  ( F ig . 4 .39) f ue m enor en f rut os F 0 3 q ue en 
f rut os E 0 3 d e l a v aried ad  V erg asa. L a ex p resió n d e l a Mn-S O D  en l as ot ras v aried ad es 
est ud iad as no p resent aron d if erencias sig nif icat iv as ent re l os f rut os E 0 3 y  F 0 3. T am p oco 
se ob serv aron d if erencias sig nif icat iv as en l a ex p resió n d e l a Mn-S O D  ent re v aried ad es 
( F ig . 4 .39B). L a ex p resió n d e l a F e -S O D  ( F ig . 4 .4 0 ) só l o m ost rab a d if erencias sig nif icat iv as 
en l os f rut os d e l a v aried ad  D ul ce I t al iano, d ond e d ich a enz im a se ex p resab a m enos en 
f rut os F 0 3 q ue en l os E 0 3. E n cuant o a l a C u Z n-S O D  ( F ig . 4 .4 1 ), se d et ect ó  un aum ent o d e 
su ex p resió n en f rut os d e l a v aried ad  V erg asa resp ect o a l as ot ras v aried ad es en am b as 
cosech as E 0 3 y  F 0 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.39. Expresión  d if eren c ia l  d e Mn-S O D d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l ia n o  y  V erga sa
so m et id o s  a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y feb rero de 2 0 0 3  
( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del R N A  total aislado de los 
frutos de p imiento de las variedades y condiciones mencionadas.  Los p roductos de amp lificación fueron visualiz ados con 
b romuro de etidio y luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en la ex p resión de Mn-S O D .  La raz ón 
indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la Mn-S O D sob re la a c t i na usada como control interno 
desp ués de su normaliz ación,  y se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se asignó el valor de 1  en 
cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores a 0 , 8  y sup eriores a 1 , 2  
se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad en la ex p resión de Mn-
S O D .  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asignó el valor 1 .  
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Fig. 4.40. Expresión  d if eren c i a l  d e Fe-S O D d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l i a n o  y  V erga sa
so m et id o s  a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y feb rero de 2 0 0 3  
( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del R N A  total aislado de los 
frutos de p imiento de las variedades y condiciones mencionadas.  Los p roductos de amp lificación fueron visualiz ados con 
b romuro de etidio y luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en la ex p resión de Fe-S O D .  La raz ón 
indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la Fe-S O D sob re la a c t i n a usada como control interno 
desp ués de su normaliz ación,  y se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se asignó el valor de 1  en 
cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores a 0 , 8  y sup eriores a 1 , 2  
se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad en la ex p resión de Fe-
S O D .  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asignó el valor 1 .  
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Fig. 4.41. Expresión  d if eren c i a l  d e CuZn-S O D d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l ia n o  y  V erga sa
so m et id o s  a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de enero y feb rero de 2 0 0 3  
( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del R N A  total aislado de los 
frutos de p imiento de las variedades y condiciones mencionadas.  Los p roductos de amp lificación fueron visualiz ados con 
b romuro de etidio y luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en la ex p resión de CuZn-S O D .  La raz ón 
indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la CuZn-S O D sob re la a c t i na usada como control interno 
desp ués de su normaliz ación,  y se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se asignó el valor de 1  en 
cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores a 0 , 8  y sup eriores a 1 , 2  
se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad en la ex p resión de CuZn-
S O D .  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asignó el valor 1 .  
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4.4.5. A s c o r b a t o  p e r o x i d o s a  
4.4.5.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
E l est u d i o  d e la  a c t i v i d a d  a sc o r b a t o  p er o x i d a sa  ( A P X ) en f r u t o s d e p i m i ent o  d e d i st i nt a s 
v a r i ed a d es so m et i d o s a  v a r i a c i o nes a m b i ent a les ( E 0 3  y  F 0 3 ), m u est r a  q u e d i c h a  a c t i v i d a d  
er a  su p er i o r  en la s v a r i ed a d es V er g a sa , B i ela  y  Ga li leo  q u e en la  v a r i ed a d  D u lc e I t a li a no . 
A  su  v ez , d i c h a  a c t i v i d a d  se i nc r em ent a b a  en lo s f r u t o s E 0 3  r esp ec t o  a  lo s F 0 3  en la s 
v a r i ed a d es V er g a sa  y  B i ela . E st e f enó m eno  se i nv i r t i ó  en la  v a r i ed a d  Ga li leo , d o nd e la  
A P X  d i sm i nu y ó  d u r a nt e F 0 3  ( F i g . 4 .4 2 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.5.2. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
S e a na li z ó  la  ex p r esi ó n d el g en d e la  APX mediante la técnica de PCR semicuantitativa. 
Par a ello  se diseñ ó  una p ar ej a de ceb ado r es esp ecí f ico s p ar a la APX de f r uto  de p imiento  
( C a p s i c u m  a n n u u m  L.) a p ar tir  de la secuencia dep o sitada en la b ase de dato s del N CB I  
(w w w .ncb i.nlm.nih .g o v;  nú mer o  de acceso  X 8 1 3 7 6 ). Co n el f in de co mp r o b ar  la f iab ilidad 
de lo s ceb ado r es, la b anda o b tenida, de 48 5  p b , se amp lif icó  p o r  la técnica de PCR (A nex o  
I I , F ig . 4), se lig ó  al vecto r  p G E M -T  E asy  y  se secuenció  o b teniendo  así  una secuencia co n 
un 1 0 0 %  de identidad co n la secuencia de APX de C a p s i c u m  a n n u u m  L. dep o sitada en la 
b ase de dato s. 

Po ster io r mente se analiz ó  el nú mer o  de ciclo s de la PCR necesar io s p ar a alcanz ar  
la f ase ex p o nencial de amp lif icació n p ar a cada p ar ej a de ceb ado r es (A nex o  I I , F ig . 4). Par a 
la a c t i n a  se utiliz ar o n 2 8  ciclo s y  p ar a la APX 2 4. La temp er atur a de h ib r idació n utiliz ada 
f ue de 5 5 º C. Co n estas co ndicio nes se llevó  a cab o  el estudio  de la ex p r esió n de la APX en 
lo s f r uto s de p imiento  indicado s anter io r mente (F ig . 4.43 ). La f ig ur a 4.43 A  no s p er mite 
analiz ar  la ex p r esió n de la APX entr e lo s f r uto s E 0 3  y  F 0 3  de cada var iedad (las 
calib r acio nes, en cada una de las var iedades, se h icier o n en b ase a lo s f r uto s E 0 3 ;  valo r  1 ) y  
la F ig ur a 4.43 B  no s p er mite co mp ar ar  la ex p r esió n de la APX entr e var iedades (to do s lo s 
valo r es se r ef ier en al f r uto  E 0 3  de G alileo ;  valo r  1 ). T an só lo  se o b ser var o n dif er encias 
sig nif icativas en lo s niveles de ex p r esió n de la APX de f r uto s de la var iedad B iela, do nde 
la ex p r esió n de dich a enz ima aumentó  en F 0 3  r esp ecto  a E 0 3 . E ste aumento  de ex p r esió n 

Fig. 4.42. Actividad as co r b ato p e r o x idas a 
( AP X )  e n  f r u to s  de  dis tin tas  var ie dade s  de  
p i m i e n to .  Los ensayos de actividad se llevaron a 
cab o en las variedades V erg asa,  B iela,  D u lce 
italiano y G alileo en f ru tos cosech ados a 
m ediados de enero y de f eb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y 
F 0 3 ,  resp ectivam ente) .  E l asterisco indica los 
cam b ios estacionales sig nif icativos con resp ecto a 
los f ru tos E 0 3  en cada variedad analiz ada.  Los 
valores indicados son la m edia de 5  ex p erim entos 
± el error estandard de la m edia ( E S M ) .
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co incidió  co n el aumento  de actividad A PX  en dich a muestr a (F ig . 4.42 ). E ntr e var iedades, 
la ex p r esió n de la APX no  ex p er imentó  dif er encias sig nif icativas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

4.4.6. Glutation reductasa (GR) 
4.4.6.1. A ctiv idad total 
S e llevó  a cab o  el aná lisis de la actividad g lutatio n r eductasa (G R) en las distintas 
var iedades de p imiento  y  var iacio nes amb ientales descr itas co n anter io r idad (F ig . 4.44). 
La actividad G R descendió  sig nif icativamente (p < 0 ,0 0 5 ) en f r uto s de p imiento  de la 
co sech a F 0 3  r esp ecto  a la de E 0 3  en to das las var iedades estudiadas. La actividad G R f ue 
may o r  (p < 0 ,0 0 5 ) en f r uto s de la var iedad B iela q ue en las o tr as var iedades estudiadas, 
tanto  en las co ndicio nes E 0 3  co mo  en las F 0 3 . A  su vez , es destacab le, la p r esencia de 
meno r  actividad g lutatio n r eductasa en lo s f r uto s de la var iedad Dulce I taliano  r esp ecto  a 
las demá s var iedades, al ig ual q ue o cur r í a co n la actividad asco r b ato  p er o x idasa. 
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Fig. 4.43. Expresión  d if eren c ia l  d e ascorbato p e rox i d asa ( A P X ) d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l i l eo ,  B iel a ,  D u l c e 
it a l ia n o  y  V erga sa so m et id o s  a  c a m b i o s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de 
enero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del 
R N A  total aislado de los frutos de p imiento de las variedades y  condiciones mencionadas.  Los p roductos de 
amp lificación fueron visualiz ados con b romuro de etidio y  luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en 
la ex p resión de APX .  La raz ón indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la APX sob re la a c t i n a usada 
como control interno desp ués de su normaliz ación,  y  se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se 
asignó el valor de 1  en cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores 
a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad 
en la ex p resión de APX .  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se 
asignó el valor 1 .  

Fig. 4.44. Actividad gl u tatio n r e du ctas a ( G R )  e n  
f r u to s  de  dis tin tas  var ie dade s  de  p i m i e n to .  Los 
en sa y os d e a c t i v i d a d  se l l ev a r on  a  c a b o en  l a s 
v a r i ed a d es V er g a sa ,  B i el a ,  D u l c e i t a l i a n o y  G a l i l eo 
en  f r u t os c osec h a d os a  m ed i a d os d e en er o y  d e 
f eb r er o d e 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  r esp ec t i v a m en t e) .  E l  
a st er i sc o i n d i c a  l os c a m b i os est a c i on a l es 
si g n i f i c a t i v os c on  r esp ec t o a  l os f r u t os E 0 3  en  
c a d a  v a r i ed a d  a n a l i z a d a .  Los v a l or es i n d i c a d os 
son  l a  m ed i a  d e 5  ex p er i m en t os ± el  er r or  
est a n d a r d  d e l a  m ed i a  ( E S M ) .
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4.4.6.2. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
Para obtener la secuencia del clon parcial de la GR de f rutos de pim iento se llev ó  a cabo el 
diseñ o de una parej a de cebadores deg enerados para dich o g en. E l diseñ o de dich os 
cebadores se realiz ó  m ediante el alineam iento de secuencias conocidas de gl u t a t i o n  
r e d u c t a s a  de otras especies com o N i c o t i a n a  t a b a c u m  y L y c o p e r s i c u m  e s c u l e n t u m , utiliz ando 
para ello el prog ram a O M I G A 2 (O x f ord M olecular). Con este par de cebadores, F-G R1 y 
R-G R1 (Tabla 3 .3 ), y m ediante RT-PCR se obtuv o una banda de 50 9  pb (Anex o I I , Fig . 5A) 
q ue se lig ó  al v ector pG E M  T easy, se clonó  y se secuenció . La secuencia obtenida f ue 
depositada en las bases de datos del NCB I  (w w w .ncbi.nlm .nih .g ov ;  nú m ero de acceso 
AY 54 7 3 51) y presentaba un 8 4 % y 8 2% de identidad con la secuencia de la gl u t a t i o n  
r e d u c t a s a  citosó lica de P i s u m  s a t i v u m  y A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a , respectiv am ente (Anex o I , Fig . 
2). A partir de la secuencia de GR de pim iento obtenida, se diseñ aron unos cebadores 
especí f icos, F-G R2 y R-G R2 (Tabla 3 .4 ) q ue f ueron utiliz ados a continuació n en los 
estudios de ex presió n de dich o g en en los f rutos de pim iento. 
 
4.4.6.3. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
Los estudios de ex presió n del g en de la GR se llev aron a cabo m ediante la té cnica de RT-
PCR sem icuantitativ a. Para dich o aná lisis se utiliz aron los cebadores especí f icos para la 
GR obtenidos anteriorm ente y los de la a c t i n a  com o patró n interno (Tabla 3 .4 ). M ediante 
RT-PCR se analiz aron los nú m eros de ciclos y tem peratura de h ibridació n q ue 
determ inaban la f ase ex ponencial de am plif icació n. E n el caso de la a c t i n a , se utiliz aron 28  
ciclos, al ig ual q ue para la gl u t a t i o n  r e d u c t a s a  (Anex o I I , Fig . 5B ) y la tem peratura de 
h ibridació n utiliz ada f ue de 55º C en am bos casos. La Fig ura 4 .4 5A m uestra la ex presió n 
de la GR entre los f rutos E 0 3  y F0 3  (las calibraciones, en cada una de las v ariedades, se 
h icieron en base a los f rutos E 0 3 ;  v alor 1) y la Fig ura 4 .4 5B  representa la ex presió n de la 
GR entre v ariedades (todos los v alores está n ref eridos al f ruto E 0 3  de G alileo;  v alor 1). 
E stos resultados nos indican q ue la ex presió n de dich a enz im a no v ariaba 
sig nif icativ am ente entre E 0 3  y F0 3 , salv o en la v ariedad G alileo donde la ex presió n de la 
GR era m enor en F0 3  q ue en E 0 3 . La ex presió n de la GR no m ostró  dif erencias entre 
v ariedades en las dos cosech as analiz adas (Fig . 4 .4 5B ). 
 
4.4.7. M o n o d e s h i d r o a s c o r b a t o  r e d u c t a s a  
4.4.7.1. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
Para la obtenció n del clon parcial del g en de la m o n o d e s h i d r o a s c o r b a t o  r e d u c t a s a  ( M D A R) se 
utiliz ó  la parej a de cebadores F-M D AR1 y R-M D AR1 (Fig . 3 .3 ). E stos cebadores se 
diseñ aron m ediante el alineam iento con el prog ram a O M I G A 2 de secuencias de M D A R 
de L y c o p e r s i c u m  e s c u l e n t u m  y P i s u m  s a t i v u m . M ediante RT-PCR se obtuv o una sola banda 
de 27 9  pb (Anex o I I , Fig . 6A) q ue se lig ó  al v ector pG E M -T E asy, se clonó  y secuenció . La 
secuencia del clon parcial de la m onodesh idroascorbato reductasa de C a p s i c u m  a n n u u m  L. 
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presentaba una identidad del 8 8 % y del 8 0 % con la secuencia de la M D A R de A r a b i d o p s i s  
t h a l i a n a  y P i s u m  s a t i v u m , respectiv am ente (Anex o I , Fig . 3 ). E sta secuencia f ue depositada 
en las bases de datos del NCB I  (w w w .ncbi.nlm .nih .g ov ;  AY 6527 0 2). A partir de esta 
secuencia se diseñ aron cebadores especí f icos (F-M D AR2 y R-M D AR2) q ue f ueron 
utiliz ados posteriorm ente en los estudios de ex presió n m ediante PCR sem icuantitativ a. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.7.2. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
Los estudios de ex presió n de la M D A R de f ruto de pim iento se llev aron a cabo m ediante 
la té cnica de PCR sem icuantitativ a. Para ello prim ero se analiz aron los nú m eros de ciclos 
y tem peraturas de h ibridació n necesarias para alcanz ar la f ase ex ponencial de 
am plif icació n en el patró n interno o a c t i n a  y el g en diana o M D A R. Los nú m eros de ciclos 
establecidos f ueron de 28  y 24  para la a c t i n a  y la M D A R, respectiv am ente (Anex o I I , Fig . 
6B ). La tem peratura de h ibridació n utiliz ada f ue de 55º C para am bos casos.  
 U na v ez  establecidas las condiciones para la PCR sem icuantitativ a, se llev ó  a cabo 
el estudio de ex presió n del g en de la M D A R en las distintas v ariedades y condiciones 
am bientales (E 0 3  y F0 3 ) estudiadas. La ex presió n de la M D A R no presentaba dif erencias 
sig nif icativ as entre los f rutos de pim iento E 0 3  y F0 3 , salv o en la v ariedad D ulce I taliano 
donde h ubo una dism inució n de la ex presió n de M D A R en F0 3  respecto a E 0 3  (Fig . 
4 .4 6A). E ntre v ariedades, la ex presió n de M D A R f ue sig nif icativ am ente m ayor en f rutos 
F0 3  de la v ariedad B iela y Verg asa q ue en G alileo y D ulce I taliano. La v ariedad con m enor 
ex presió n de la M D A R f ue D ulce I taliano (Fig . 4 .4 6B ), especialm ente en F0 3 . E sto ú ltim o 
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Fig. 4.45. Expresión  d if eren c i a l  d e glutation r e d uc tas a ( G R ) d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e 
it a l ia n o  y  V erga sa so m et id o s  a  c a m b i o s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se recogieron a mediados de 
enero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ectivamente) .  E l análisis se realiz ó p or R T -P C R  semicuantitativa a p artir del 
R N A  total aislado de los frutos de p imiento de las variedades y  condiciones mencionadas.  Los p roductos de 
amp lificación fueron visualiz ados con b romuro de etidio y  luz  ultravioleta en geles de agarosa.  A ,  efecto de la cosech a en 
la ex p resión de GR .  La raz ón indica los niveles relativos del p roducto de amp lificación de la GR sob re la a c t i n a usada 
como control interno desp ués de su normaliz ación,  y  se ex p resa en el número de veces resp ecto al control,  al q ue se 
asignó el valor de 1  en cada variedad.  Los datos son media de al menos tres ex p erimentos diferentes.  V alores inferiores 
a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se consideran q ue muestran diferencias significativas en la ex p resión.  B ,  efecto de la variedad 
en la ex p resión de GR .  Los valores rep resentados se ob tuvieron p or referencia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se 
asignó el valor 1 .  
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se corresponde con los resultados obtenidos para la activ idad G R y APX  pertenecientes a 
la m ism a ruta m etabó lica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.8. G l u c o s a -6-f o s f a t o  d e s h i d r o g e n a s a   
4.4.8.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
S e analiz ó  la activ idad g lucosa-6-f osf ato desh idrog enasa (G 6PD H ) en las distintas 
v ariedades de f rutos de pim iento y recog idas ya descritas (Fig . 4 .4 7 ). E n nuestras 
condiciones, se produj o un descenso (p< 0 ,0 5) de la activ idad G 6PD H  en los f rutos F0 3  
respecto a los E 0 3  de las v ariedades B iela y D ulce I taliano. E n Verg asa y G alileo las 
dif erencias no f ueron sig nif icativ as.  
 Por otro lado, se analiz ó  el contenido proteico de la G 6PD H  en dich as m uestras 
m ediante transf erencia de w estern em pleando anticuerpos f rente a la G 6PD H  de 
lev adura. La banda obtenida correspondí a con un peso m olecular de 56 k D a. E n dich o 
aná lisis se identif icó  un descenso en el contenido proteico de G 6PD H  en f rutos F0 3  
respecto a E 0 3  en todas las v ariedades analiz adas. La v ariedad de f ruto de pim iento con 
m ayor contenido proteico de G 6PD H  f ue G alileo, tanto en E 0 3  com o F0 3  (Fig . 4 .4 7 ). 
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Fig. 4.46. Expresión  d if eren c ia l  d e monodeshidroascorbato redu ctasa ( M D A R ) d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es 
G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l i a n o  y  V erga sa so m et id o s  a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se 
rec og ieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) .  E l an álisis se realiz ó p or R T -P C R  
sem ic uan titativa a p artir del R N A  total aislado de los frutos de p im ien to de las variedades y  c on dic ion es m en c ion adas.  
Los p roduc tos de am p lific ac ión  fueron  visualiz ados c on  b rom uro de etidio y  luz  ultravioleta en  g eles de ag arosa.  A ,  efec to 
de la c osec h a en  la ex p resión  de MDAR.  La raz ón  in dic a los n iveles relativos del p roduc to de am p lific ac ión  de la MDAR
sob re la a c t i n a usada c om o c on trol in tern o desp ués de su n orm aliz ac ión ,  y  se ex p resa en  el n úm ero de vec es resp ec to al 
c on trol,  al q ue se asig n ó el valor de 1  en  c ada variedad.  Los datos son  m edia de al m en os tres ex p erim en tos diferen tes.  
V alores in feriores a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se c on sideran  q ue m uestran  diferen c ias sig n ific ativas en  la ex p resión .  B ,  
efec to de la variedad en  la ex p resión  de MDAR .  Los valores rep resen tados se ob tuvieron  p or referen c ia a los datos de 
G alileo E 0 3 ,  al q ue se asig n ó el valor 1 .  
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4.4.8.2. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
P a r a  l a  o b t e n c i ó n  de l  c l o n  p a r c i a l  de  l a  G6PDH s e  u t i l i z ó  u n a  p a r e j a  de  c e b a do r e s  
de g e n e r a do s  (F -G6P D H 1  y  R -G6P D H 1 ) (T a b l a  3.3). E s t o s  c e b a do r e s  s e  di s e ñ a r o n  
m e di a n t e  e l  a l i n e a m i e n t o  c o n  e l  p r o g r a m a  O M I GA 2  de  s e c u e n c i a s  de  G6PDH de  S o l a n u m 
t u b e r o s u m y  de  L y c o p e r s i c o n  e s c u l e n t u m. M e di a n t e  R T -P C R  s e  o b t u v o  u n a  s o l a  b a n da  de  
2 5 5  p b  (An e x o  I I ,  F i g . 7A) q u e  s e  l i g ó  a l  v e c t o r  p GE M -T  E a s y ,  s e  c l o n ó  y  s e c u e n c i ó . La  
s e c u e n c i a  de l  c l o n  p a r c i a l  de  l a  G6P D H  de  C a p s i c u m a n n u u m L. p r e s e n t a b a  u n a  i de n t i da d 
de l  9 8 %  y  9 4%  c o n  l a  G6P D H  de  S o l a n u m t u b e r o s u m y  de  Pi s u m s a t i v u m,  r e s p e c t i v a m e n t e  
(An e x o  I ,  F i g . 4). E s t a  s e c u e n c i a  f u e  de p o s i t a da  e n  l a s  b a s e s  de  da t o s  de l  N C B I  
(w w w .n c b i .n l m .n i h .g o v ;  AY 65 2 70 3). A p a r t i r  de  e s t a  s e c u e n c i a  s e  di s e ñ a r o n  c e b a do r e s  
e s p e c í f i c o s  (F -G6P D H 2  y  R -G6P D H 2 ) q u e  f u e r o n  u t i l i z a do s  p o s t e r i o r m e n t e  e n  l o s  
e s t u di o s  de  e x p r e s i ó n . 
 
4.4.8.3. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
U t i l i z a n do  l o s  c e b a do r e s  e s p e c í f i c o s  de  G6PDH di s e ñ a do s  e n  e l  a p a r t a do  a n t e r i o r ,  s e  
p r o c e di ó  a l  e s t u di o  de  l a  e x p r e s i ó n  de  di c h o  g e n  m e di a n t e  R T -P C R  s e m i c u a n t i t a t i v a . P a r a  
e l l o  s e  e s t a b l e c i e r o n  l a s  c o n di c i o n e s  a de c u a da s  de  n ú m e r o s  de  c i c l o s  y  t e m p e r a t u r a  de  
h i b r i da c i ó n  p a r a  l a s  do s  p a r e j a s  de  c e b a do r e s  u t i l i z a da s ,  l a s  de l  g e n  di a n a  o  G6PDH (2 8  
c i c l o s ) y  l a  de l  p a t r ó n  i n t e r n o  o  a c t i n a  (2 8  c i c l o s ) (An e x o  I I ,  F i g . 7B ). 

La  F i g u r a  4.48 A m u e s t r a  l a  e x p r e s i ó n  de  l a  G6PDH e n t r e  l o s  f r u t o s  E 0 3 y  F 0 3 (l a s  
c a l i b r a c i o n e s ,  e n  c a da  u n a  de  l a s  v a r i e da de s ,  s e  h i c i e r o n  e n  b a s e  a  l o s  f r u t o s  E 0 3;  v a l o r  1 ) y  
l a  F i g u r a  4.48 B  r e p r e s e n t a  l a  e x p r e s i ó n  de  l a  G6PDH e n t r e  v a r i e da de s  (t o do s  l o s  v a l o r e s  

Fig. 4.47. Actividad glucosa-6-f osf ato de sh idr oge n asa ( G 6P D H )  e n  f r utos de  distin tas var ie dade s de  p im ie n to.  
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades V ergasa,  B iela,  D u lce italiano y G alileo en f ru tos 
cosech ados a m ediados de enero y de f ebrero de 2 0 0 3  (E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivam ente) .  E l asterisco indica los cam bios 
estacionales signif icativos con resp ecto a los f ru tos E 0 3  en cada variedad analiz ada.  Los valores indicados son la m edia 
de 5  ex p erim entos ± el error estandard de la m edia (E S M ) . E n los ensayos de transf erencia de w estern se em p learon 
anticu erp os f rente a la G 6 P D H  de Saccharomyces cerev i sae (dil.  1 : 1 0 0 0 )  y se cargaron 3 0  µg p roteína/ p ocillo.  
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e s t á n  r e f e r i do s  a l  f r u t o  E 0 3 de  Ga l i l e o ;  v a l o r  1 ). La  e x p r e s i ó n  de  l a  G6PDH di s m i n u í a  
ú n i c a m e n t e  e n  l o s  f r u t o s  F 0 3 de  l a  v a r i e da d D u l c e  I t a l i a n o  r e s p e c t o  a  l o s  E 0 3. E n  c u a n t o  a  
l a  e x p r e s i ó n  de  l a  G6PDH e n t r e  v a r i e da de s ,  o b s e r v a m o s  q u e  e n t r e  l o s  f r u t o s  E 0 3 l a  m a y o r  
e x p r e s i ó n  de  l a  G6PDH s e  p r o du c í a  e n  l a  v a r i e da d D u l c e  I t a l i a n o  y  e n t r e  l o s  f r u t o s  F 0 3 e n  
l a  v a r i e da d V e r g a s a  (F i g . 4.48 B ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.4.9. 6-Fo s f o g l u c o n a t o  d e s h i d r o g e n a s a   
4.4.9.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
As i m i s m o ,  s e  a n a l i z ó  l a  a c t i v i da d 6-f o s f o g l u c o n a t o  de s h i dr o g e n a s a  (6P GD H ) e n  l a s  
di s t i n t a s  v a r i e da de s  y  c o n di c i o n e s  y a  i n di c a da s  (F i g . 4.49 ). S e g ú n  e s t o ,  l a  a c t i v i da d 
6P GD H  de s c e n di ó  (p < 0 , 0 1 ) e n  l o s  f r u t o s  F 0 3 r e s p e c t o  a  l o s  E 0 3 de  l a s  v a r i e da de s  B i e l a ,  
D u l c e  I t a l i a n o  y  Ga l i l e o . E n  V e r g a s a  l a s  di f e r e n c i a s  n o  f u e r o n  s i g n i f i c a t i v a s .  
 M e di a n t e  l a  t é c n i c a  de  i n m u n o t r a n s f e r e n c i a  y  c o n  l o s  a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s  
p r o du c i do s  e n  h u e v o  de  p o l l o  f r e n t e  a  l a  6P GD H  de  e s p i n a c a  s e  de t e c t ó  u n a  b a n da  de  5 0  
k D a . E l  e s t u di o  c o m p a r a t i v o  e n t r e  l a s  m u e s t r a s  a n a l i z a da s ,  n o s  r e v e l ó  u n  m a y o r  
c o n t e n i do  de  l a  6P GD H  e n  f r u t o s  E 0 3 q u e  e n  F 0 3 de  l a s  v a r i e da de s  D u l c e  I t a l i a n o  y  
Ga l i l e o . E n  l a s  v a r i e da de s  V e r g a s a  y  B i e l a ,  n o  s e  de t e c t ó  n i n g u n a  b a n da  de  6P GD H . 
 
4.4.9.2. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
Al  i g u a l  q u e  e n  e l  c a s o  de  l a  G6PDH ,  l a  s e c u e n c i a  de l  g e n  de  l a  6PGDH e r a  de s c o n o c i da  
p a r a  f r u t o s  de  p i m i e n t o . P o r  e l l o  y  c o m o  e n  o t r a s  o c a s i o n e s ,  s e  r e a l i z ó  e l  a l i n e a m i e n t o  de  
di s t i n t a s  s e c u e n c i a s  c o n o c i da s  de  6PGDH de  e s p e c i e s  c o m o  N i c o t i a n a  t a b a c u m y  
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Fig. 4.48. Expresión  d if eren c ia l  d e glucosa-6-f osf at o d e sh i d r oge n asa ( G 6P D H )  d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es 
G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l ia n o  y  V erga sa so m et id o s a  c a m b i o s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se 
rec og ieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) .  E l an álisis se realiz ó p or R T -P C R  
sem ic uan titativa a p artir del R N A  total aislado de los frutos de p im ien to de las variedades y  c on dic ion es m en c ion adas.  
Los p roduc tos de am p lific ac ión  fueron  visualiz ados c on  b rom uro de etidio y  luz  ultravioleta en  g eles de ag arosa.  A ,  efec to 
de la c osec h a en  la ex p resión  de G6PDH .  La raz ón  in dic a los n iveles relativos del p roduc to de am p lific ac ión  de la 
G6PDH sob re la a c t i n a usada c om o c on trol in tern o desp ués de su n orm aliz ac ión ,  y  se ex p resa en  el n úm ero de vec es 
resp ec to al c on trol,  al q ue se asig n ó el valor de 1 en cada variedad. Los datos son media de al menos tres ex p erimentos 
dif erentes. V alores inf eriores a 0 , 8  y  su p eriores a 1, 2  se consideran q u e mu estran dif erencias sig nif icativas en la 
ex p resión. B ,  ef ecto de la variedad en la ex p resión de G6PDH. Los valores rep resentados se ob tu vieron p or ref erencia a 
los datos de G alileo E 0 3 ,  al q u e se asig nó el valor 1. 
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Lycopersicum escul en t um. Par a di c h o  ali ne am i e nt o  s e  u t i li z ó  e l pr o g r am a O M I G A  2 . A  
par t i r  de  di c h o  ali ne am i e nt o  s e  b u s c ar o n las  z o nas  m á s  c o ns e r v adas , a par t i r  de  las  c u ale s  
s e  di s e ñ ar o n lo s  c e b ado r e s  de g e ne r ado s  i ndi c ado s  e n la T ab la 3.3 (F -6 PG D H 1  y  F -
6 PG D H 1 ). M e di ant e  R T -PC R  (A ne x o  I I , F i g . 8 A ), c lo nac i ó n e n u n v e c t o r  pG E M  T  E as y  y  
s e c u e nc i ac i ó n s e  o b t u v o  la s e c u e nc i a par c i al de l g e n de  la 6 P G D H  de  f r u t o  de  pi m i e nt o . 
D i c h a s e c u e nc i a f u e  de po s i t ada e n las  b as e s  de  dat o s  de l N C B I  (w w w .nc b i .nlm .ni h .g o v ;  
A Y 5 32 6 4 6 ). La s e c u e nc i a de l c lo n par c i al de  la 6 P G D H  de  C a psicum a n n uum L. pr e s e nt ab a 
u na i de nt i dad de l 8 7 %  c o n la 6 P G D H  de  A ra b id opsis t h a l ia n a  y  S pin a cia  ol era cea  (A ne x o  I , 
F i g . 5 ). A  par t i r  de  di c h a s e c u e nc i a s e  di s e ñ ar o n lo s  c e b ado r e s  e s pe c í f i c o s  q u e  s e  u t i li z ar á n 
e n e l e s t u di o  de  e x pr e s i ó n m e di ant e  PC R  s e m i c u ant i t at i v a (F -6 PG D H 2  y  R -6 PG D H 2 ).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.9.3. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
C o m o  e n lo s  c as o s  ant e r i o r e s , s e  u t i li z ó  c o m o  pat r ó n i nt e r no  e l g e n de  la a ct in a , c u y a 
e x pr e s i ó n e r a c o ns t i t u t i v a e n f r u t o s  de  pi m i e nt o . E n pr i m e r  lu g ar , s e  e s t ab le c i e r o n las  
c o ndi c i o ne s  de  nú m e r o  de  c i c lo s  y  t e m pe r at u r a de  h i b r i dac i ó n par a am b as  par e j as  de  
c e b ado r e s , s i e ndo  de  36  c i c lo s  par a la par e j a de  c e b ado r e s  de  la 6 P G D H  y  de  2 8  c i c lo s  par a 
la a ct in a  (A ne x o  I I , F i g . 8 B ). La t e m pe r at u r a de  h i b r i dac i ó n u t i li z ada f u e  de  5 5 º C  e n am b o s  
c as o s . La e x pr e s i ó n de  la 6 P G D H  no  pr e s e nt ab a di f e r e nc i as  s i g ni f i c at i v as  e nt r e  lo s  f r u t o s  
E 0 3 y  F 0 3 de  las  v ar i e dade s  e s t u di adas  (F i g . 4 .5 0 A ). S e  de t e c t ó  u n i nc r e m e nt o  e n la 
e x pr e s i ó n de  la 6 P G D H  de  D u lc e  I t ali ano  r e s pe c t o  a las  de m á s  v ar i e dade s  e n lo s  f r u t o s  
E 0 3 (F i g . 4 .5 0 B ). Po r  o t r o  lado , lo s  f r u t o s  E 0 3 y  F 0 3 de  la v ar i e dad V e r g as a e r an lo s  q u e  
e x pr e s ab an lo s  ni v e le s  m á s  b aj o s  de  6 P G D H . 
 

Fig. 4.49. Actividad 6-f o s f o gl u co n ato de s h idr o ge n as a ( 6P G D H )  e n  f r u t o s  de  dis tin tas  var ie dade s  de  p im ie n to .  
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades V ergasa,  B iela,  D u lce italiano y G alileo en f ru tos 
cosech ados a m ediados de enero y de f ebrero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivam ente) .  E l asterisco indica los cam bios 
estacionales signif icativos con resp ecto a los f ru tos E 0 3  en cada variedad analiz ada.  Los valores indicados son la m edia 
de 5  ex p erim entos ± el error estandard de la m edia ( E S M ) . E n los ensayos de transf erencia de w estern se em p learon 
anticu erp os f rente a 6 P G D H  esp inaca ( dil.  1 : 1 0 0 0 )  y se cargaron 3 0  µg p roteína/ p ocillo.  
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4.4.1 0 . N A D P -i s o c i t r a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( N A D P -I C D H )  
4.4.10 .1. A c t i v i d a d  t o t a l  
La ac t i v i dad i s o c i t r at o  de s h i dr o g e nas a de pe ndi e nt e  de  N A D P+ (N A D P-I C D H ) de s c e ndi ó  
s i g ni f i c at i v am e nt e  (p< 0 ,0 1 ) e n lo s  f r u t o s  de  pi m i e nt o  F 0 3 r e s pe c t o  a lo s  E 0 3 de  t o das  las  
v ar i e dade s  anali z adas  (F i g . 4 .5 1 ). La m ay o r  ac t i v i dad de  la N A D P-I C D H  s e  de t e c t ó  e n la 
v ar i e dad B i e la, e s pe c i ale m e nt e  e n E 0 3, m i e nt r as  q u e  V e r g as a f u e  la v ar i e dad c o n m e no r  
ac t i v i dad N A D P-I C D H  t ant o  e n E 0 3 c o m o  F 0 3. 
 M e di ant e  i nm u no t r ans f e r e nc i a e n la q u e  s e  e m ple ó  u n ant i c u e r po  f r e nt e  al pé pt i do  
de  la I C D H  de  g u i s ant e  s e  i de nt i f i c ó  u na s o la b anda de  4 5  k D a, c o r r e s po ndi e nt e  a la 
N A D P-I C D H  de  f r u t o  de  pi m i e nt o  (F i g . 4 .5 1 ). E n c u ant o  a la i nt e ns i dad de  las  di s t i nt as  
b andas , de t e c t am o s  u na di s m i nu c i ó n de l c o nt e ni do  de  la N A D P-I C D H  e n f r u t o s  F 0 3 e n 
c o m par ac i ó n c o n lo s  E 0 3, e n t o das  las  v ar i e dade s  anali z adas . Po r  o t r o  lado , la v ar i e dad 
c o n m ay o r  c o nt e ni do  pr o t e i c o  de  N A D P-I C D H  f u e  D u lc e  I t ali ano . 
 
4.4.10 .2. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
S e  ali ne ar o n las  s e c u e nc i as  de l g e n de  la I C D H  de  N icot ia n a  t a b a cum y S ol a n um t ub erosum 
c o n e l f i n de  de t e r m i nar  las  z o nas  m á s  c o ns e r v adas  par a e l di s e ñ o  de  c e b ado r e s . E llo  s e  
lle v ó  a c ab o  c o n e l pr o g r am a O M I G A  2  y  lo s  c e b ado r e s  o b t e ni do s  s e  i ndi c an e n la T ab la 
3.3 (F -I C D H 1  y  R -I C D H 1 ). M e di ant e  R T -PC R  (A ne x o  I I , F i g . 9 A ), li g ac i ó n al pG E M -T  E as y  
y  s e c u e nc i ac i ó n s e  o b t u v o  la s e c u e nc i a de l c lo n par c i al de  la I C D H  de  C a psicum a n n uum L. 
D i c h a s e c u e nc i a s e  de po s i t ó  e n la b as e  de  dat o s  de l N C B I  (w w w .nc b i .nlm .ni h .g o v ;  
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Fig. 4.50. Expresión  d if eren c ia l  d e 6-f o s f o g l u c o n a t o d e s h i d r o g e n a s a (6P G D H )  d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es 
G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l ia n o  y  V erga sa so m et id o s a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se 
rec og ieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) .  E l an álisis se realiz ó p or R T -P C R  
sem ic uan titativa a p artir del R N A  total aislado de los frutos de p im ien to de las variedades y  c on dic ion es m en c ion adas.  
Los p roduc tos de am p lific ac ión  fueron  visualiz ados c on  b rom uro de etidio y  luz  ultravioleta en  g eles de ag arosa.  A ,  efec to 
de la c osec h a en  la ex p resión  de 6PGDH.  La raz ón  in dic a los n iveles relativos del p roduc to de am p lific ac ión  de la 
6PGDH sob re la a c t i n a usada c om o c on trol in tern o desp ués de su n orm aliz ac ión ,  y  se ex p resa en  el n úm ero de vec es 
resp ec to al c on trol,  al q ue se asig n ó el valor de 1  en  c ada variedad.  Los datos son  m edia de al m en os tres ex p erim en tos 
diferen tes.  V alores in feriores a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se c on sideran  q ue m uestran  diferen c ias sig n ific ativas en  la 
ex p resión .  B ,  efec to de la variedad en  la ex p resión  de 6PGDH.  Los valores rep resen tados se ob tuvieron  p or referen c ia a 
los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asig n ó el valor 1 .  
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AY572426). La  se c u e n c i a  d e l  c l o n  p a r c i a l  d e  l a  ICDH d e  p i m i e n t o  p r e se n t a b a  u n a  
i d e n t i d a d  d e l  9 4%  c o n  l a  ICDH d e  N i c o t i a n a  t a b a c u m  y  S o l a n u m  t u b e r o s u m  (An e x o  I ,  F i g. 6). 
A p a r t i r  d e  d i c h a  se c u e n c i a  se  d i se ñ a r o n  l o s c e b a d o r e s e sp e c í f i c o s q u e  u t i l i z a m o s e n  l a  
P C R  se m i c u a n t i t a t i v a  (F -I C D H 2 y  R -I C D H 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.1 0 .3. E x p r e s i ó n  d e  m R N A  
S e  l l e v ó a  c a b o  e l  e st u d i o  d e  l a  e x p r e si ón  d e l  ge n  d e  l a  ICDH e n  l o s f r u t o s d e  p i m i e n t o  y  
l a s v a r i a c i o n e s a m b i e n t a l e s e st a b l e c i d a s. P a r a  e l l o  se  u t i l i z ó l a  p a r e j a  d e  c e b a d o r e s 
d i se ñ a d a  e n  e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r . E n  p r i m e r  l u ga r ,  se  a n a l i z ó e l  n ú m e r o  d e  c i c l o s y  
t e m p e r a t u r a  d e  h i b r i d a c i ón  q u e  d e t e r m i n a n  u n a  a m p l i f i c a c i ón  e x p o n e n c i a l  e n  l a  P C R  
p a r a  l a s p a r e j a s d e  c e b a d o r e s u t i l i z a d a s,  l a  d e l  ge n  d i a n a  o  ICDH y  l a  d e l  p a t r ón  i n t e r n o  o  
a c t i n a ,  si e n d o  d e  28  c i c l o s e n  l o s d o s c a so s (An e x o  I I ,  F i g. 9 B ). La  t e m p e r a t u r a  d e  
h i b r i d a c i ón  u t i l i z a d a  f u e  d e  55º C  p a r a  l a s d o s p a r e j a s d e  c e b a d o r e s. M e d i a n t e  l a  t é c n i c a  d e  
P C R  se m i c u a n t i t a t i v a  y  u t i l i z a n d o  u n  ge l  d e  a ga r o sa  a l  0 , 8 %  se  o b t u v i e r o n  l o s r e su l t a d o s 
m o st r a d o s e n  l a  F i gu r a  4.52. La  e x p r e si ón  d e  l a  ICDH e r a  m a y o r  e n  f r u t o s F 0 3  d e  l a  
v a r i e d a d  B i e l a  q u e  e n  l o s f r u t o s E 0 3  (F i g. 4.52A). P o r  o t r o  l a d o ,  e n  l a  v a r i e d a d  V e r ga sa  l a  
e x p r e si ón  d e  l a  ICDH d i sm i n u y ó e n  F 0 3  r e sp e c t o  a  E 0 3 . E n  D u l c e  I t a l i a n o  y  G a l i l e o  l a  
e x p r e si ón  d e  l a  ICDH n o  p r e se n t a b a  d i f e r e n c i a s si gn i f i c a t i v a s e n t r e  f r u t o s E 0 3  y  F 0 3 . 
N u e st r o s r e su l t a d o s i n d i c a r o n  q u e  l a  e x p r e si ón  d e  l a  ICDH n o  p r e se n t a b a  d i f e r e n c i a s 
si gn i f i c a t i v a s e n t r e  v a r i e d a d e s (F i g. 4.52B ).  
 
 
 

Fig. 4.51. Actividad NADP-is o citr ato de s h idr o ge n as a ( NADP-I C DH )  e n  f r u to s  de  dis tin tas  var ie dade s  de  p im ie n to .  
Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en las variedades V ergasa,  B iela,  D u lce italiano y G alileo en f ru tos 
cosech ados a m ediados de enero y de f ebrero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y F 0 3 ,  resp ectivam ente) .  E l asterisco indica los cam bios 
estacionales signif icativos con resp ecto a los f ru tos E 0 3  en cada variedad analiz ada.  Los valores indicados son la m edia 
de 5  ex p erim entos ± el error estandard de la m edia ( E S M ) . E n los ensayos de transf erencia de w estern se em p learon 
anticu erp os f rente a I C D H  de gu isante ( dil.  1 : 1 0 0 0 )  y se cargaron 3 0  µg p roteína/ p ocillo.  
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4.4.1 1 . E n z i m a  m á l i c o  ( E M )  
S e  d e t e r m i n ó l a  a c t i v i d a d  d e l  e n z i m a  m á l i c o  (E M ) e n  l o s f r u t o s d e  p i m i e n t o  d e  l a s 
v a r i e d a d e s y  c o n d i c i o n e s a m b i e n t a l e s y a  e st a b l e c i d a s. La  a c t i v i d a d  E M  d i sm i n u y ó 
c o n si d e r a b l e m e n t e  (p < 0 , 0 5) e n  f r u t o s F 0 3  e n  c o m p a r a c i ón  a  l o s E 0 3  e n  t o d a s l a s 
v a r i e d a d e s a n a l i z a d a s. La  v a r i e d a d  B i e l a  p r e se n t a b a  l o s n i v e l e s m á s a l t o s d e  a c t i v i d a d  E M  
e n  a m b a s c o se c h a s,  m i e n t r a s q u e  D u l c e  I t a l i a n o  e r a  l a  v a r i e d a d  c o n  m e n o r  a c t i v i d a d  (F i g. 
4.53 ).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.1 2 . N A D P H  t o t a l  
S e  h i z o  u n a  e st i m a c i ón  t e ór i c a  d e l  N AD P H  ge n e r a d o  q u e  a p o r t a r í a n  l a s d e sh i d r o ge n a sa s 
d e sc r i t a s a n t e r i o r m e n t e  e n  n u e st r o  m a t e r i a l  v e ge t a l . C o m o  se  i n d i c a  e n  l a  F i g. 4.54 e n  
t o d a s l a s v a r i e d a d e s se  o b t u v o  u n a  d i sm i n u c i ón  d e  N AD P H  e n  l a  c o se c h a  F 0 3 . 
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Fig. 4.52. Expresión  d if eren c i a l  d e NADP-i s o c i t r a t o d e s h i d r o g e n a s a ( N A D P -I C D H )  d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es 
G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l i a n o  y  V erga sa so m et id o s a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se 
rec og ieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) .  E l an álisis se realiz ó p or R T -P C R  
sem ic uan titativa a p artir del R N A  total aislado de los frutos de p im ien to de las variedades y  c on dic ion es m en c ion adas.  
Los p roduc tos de am p lific ac ión  fueron  visualiz ados c on  b rom uro de etidio y  luz  ultravioleta en  g eles de ag arosa.  A ,  efec to 
de la c osec h a en  la ex p resión  de N A D P -ICDH .  La raz ón  in dic a los n iveles relativos del p roduc to de am p lific ac ión  de la 
N A D P -ICDH sob re la a c t i n a usada c om o c on trol in tern o desp ués de su n orm aliz ac ión ,  y  se ex p resa en  el n úm ero de 
vec es resp ec to al c on trol,  al q ue se asig n ó el valor de 1  en  c ada variedad.  Los datos son  m edia de al m en os tres 
ex p erim en tos diferen tes.  V alores in feriores a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se c on sideran  q ue m uestran  diferen c ias sig n ific ativas 
en  la ex p resión .  B ,  efec to de la variedad en  la ex p resión  de N A D P -ICDH .  Los valores rep resen tados se ob tuvieron  p or 
referen c ia a los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asig n ó el valor 1 .  

Fig. 4.53. Actividad de la enzima málico  en 
f r u to s  de dis tintas  var iedades  de p imiento .  Los 
en sa y os d e a c t i v i d a d  se l l ev a r on  a  c a b o en  l a s 
v a r i ed a d es V er g a sa ,  B i el a ,  D u l c e i t a l i a n o y  G a l i l eo 
en  f r u t os c osec h a d os a  m ed i a d os d e en er o y  d e 
f eb r er o d e 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  r esp ec t i v a m en t e) .  E l  
a st er i sc o i n d i c a  l os c a m b i os est a c i on a l es 
si g n i f i c a t i v os c on  r esp ec t o a  l os f r u t os E 0 3  en  
c a d a  v a r i ed a d  a n a l i z a d a .  Los v a l or es i n d i c a d os 
son  l a  m ed i a  d e 5  ex p er i m en t os ± el  er r or  
est a n d a r d  d e l a  m ed i a  ( E S M ) .

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pr

ote
ína

ENZIMA MÁL IC O E03
F 03

V e r g a s a B i e l a D u l c e  
I t a l i a n o

G a l i l e o
0

1 00

5 0

2 00

1 5 0

nm
ol

NA
DP

H 
mi

n-1
mg

-1
pr

ote
ína

ENZIMA MÁL IC O E03
F 03

V e r g a s a B i e l a D u l c e  
I t a l i a n o

G a l i l e o
0

1 00

5 0

2 00

1 5 0

*

*

*

*



                                                                                                                                                           Resultados 

 131

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4.1 3 . L-Ga l a c t o n o -γ-l a c t o n a  d e s h i d r o g e n a s a   
L a  e n z im a  L -ga l a c t o n o -γ-l a c t o n a  d e sh id r o ge n a sa  ( Ga l L D H ) e s l a  q u e  c a t a l iz a  l a  ú l t im a  
r e a c c ió n  e n  l a  sí n t e sis d e  a sc o r b a t o  e n  p l a n t a s. E st u d io s r e c ie n t e s a t r ib u y e n  a  e st a  e n z im a  
u n a  im p o r t a n t e  f u n c ió n  r e gu l a d o r a  d e  d ic h o  p r o c e so . E n  b a se  a  e st o  y  a  q u e  l o s f r u t o s d e  
p im ie n t o  so n  r ic o s e n  v it a m in a  C ,  se  h a  l l e v a d o  a  c a b o  e l  e st u d io  d e  l a  a c t iv id a d  y  
e x p r e sió n  d e  l a  Ga l L D H  e n  f r u t o s d e  p im ie n t o  d e  d ist in t a s v a r ie d a d e s so m e t id a s a  
v a r ia c io n e s a m b ie n t a l e s ( E 0 3  y  F 0 3 ). 
 
4.4.13 .1. A c t i v i d a d  t o t a l  
L a  F igu r a  4 .5 5  r e p r e se n t a  l o s v a l o r e s d e  a c t iv id a d  Ga l L D H  e n  l o s f r u t o s d e  p im ie n t o  
se l e c c io n a d o s. C o m o  se  p u e d e  o b se r v a r ,  l a  a c t iv id a d  Ga l L D H  e r a  m á s a l t a  ( p < 0 , 0 5 ) e n  l o s 
f r u t o s d e  l a  r e c o gid a  E 0 3  q u e  e n  l o s F 0 3  d e  l a s v a r ie d a d e s V e r ga sa ,  B ie l a  y  D u l c e  I t a l ia n o . 
E n t r e  t o d a s l a s v a r ie d a d e s d e  p im ie n t o  e st u d ia d a s,  B ie l a  e r a  l a  q u e  p r e se n t a b a  m a y o r  
a c t iv id a d  Ga l L D H . E n t r e  v a r ie d a d e s,  l o s f r u t o s so m e t id o s a  l a s c o n d ic io n e s F 0 3  n o  
p r e se n t a n  d if e r e n c ia s sign if ic a t iv a s e n  l a  a c t iv id a d  Ga l L D H .  
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Fig. 4.54. NADPH total en frutos de cuatro variedades de pimiento. Este valor representa el N A D P H  q u e 
teóri c am ente g enerarían las N A D P -d esh i d rog enasas anali z ad as y  se ob ti ene su m and o la ac ti vi d ad  d e las enz i m as 
g enerad oras d e N A D P H  anteri orm ente estu d i ad as.  L os ensay os d e ac ti vi d ad  se llevaron a c ab o en las vari ed ad es 
V erg asa,  B i ela,  D u lc e i tali ano y  G ali leo en f ru tos c osec h ad os a m ed i ad os d e enero y  d e f eb rero d e 2 0 0 3  ( E0 3  y  F 0 3 ,  
respec ti vam ente) .  

Fig. 4.55. Actividad L-gal acto n o -γ-l acto n a 
de s h idr o ge n as a (G al LD H )  e n  f r u to s  de  
dis tin tas  var ie dade s  de  p im i e n t o .  Los ensayos 
d e ac t i v i d ad  se l l ev ar on a c ab o en l as v ar i ed ad es 
V er g asa,  B i el a,  D u l c e i t al i ano y G al i l eo en f r u t os 
c osec h ad os a m ed i ad os d e ener o y d e f eb r er o d e 
2 0 0 3  ( E 0 3  y F 0 3 ,  r esp ec t i v am ent e) .  E l  ast er i sc o 
i nd i c a l os c am b i os est ac i onal es si g ni f i c at i v os c on 
r esp ec t o a l os f r u t os E 0 3  en c ad a v ar i ed ad  
anal i z ad a.  Los v al or es i nd i c ad os son l a m ed i a d e 
5  ex p er i m ent os ± el  er r or  est and ar d  d e l a m ed i a 
( E S M ) .
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4.4.13 .2. E x p r e s i ó n  d e   m R N A  
S e  l l e v ó  a  c a b o  e l  e st u d io  d e  e x p r e sió n  d e  l a  GalLDH ,  m e d ia n t e  P C R  se m ic u a n t it a t iv a . L o s 
c e b a d o r e s e sp e c í f ic o s u t il iz a d o s e n  e st e  c a so  so n  l o s d e sc r it o s e n  l a  F igu r a  3 .6  ( F -GL D H  P P  
y  R -GL D H  P P ),  d ise ñ a d o s p a r a  l a  o b t e n c ió n  d e  l a  se c u e n c ia  c o m p l e t a  d e l  ge n  d e  l a  
GalLDH d e  p im ie n t o  q u e  d e sc r ib ir e m o s m á s a d e l a n t e  e n  e st e  a p a r t a d o  d e  R e su l t a d o s. 
E st o s c e b a d o r e s a m p l if ic a r o n  u n  f r a gm e n t o  d e  3 8 8  p b  d e  l a  GalLDH d e  p im ie n t o  ( A n e x o  
I I ,  F ig. 1 0 A ). P o r  o t r o  l a d o ,  se  a n a l iz ó  e l  n ú m e r o  d e  c ic l o s y  t e m p e r a t u r a  d e  h ib r id a c ió n  
n e c e sa r io s p a r a  a l c a n z a r  l a  f a se  e x p o n e n c ia l  d e  a m p l if ic a c ió n  c o n  l o s c e b a d o r e s d e l  p a t r ó n  
in t e r n o  o  ac t i n a ( 2 8  c ic l o s) y  c o n  l o s d e  l a  GalLDH ( 3 4  c ic l o s) ( A n e x o  I I ,  F ig. 1 0 B ). L a  
t e m p e r a t u r a  d e  h ib r id a c ió n  u t il iz a d a  f u e  d e  5 5 º C  p a r a  l a s d o s p a r e j a s d e  c e b a d o r e s. L a  
e x p r e sió n  d e  l a  GalLDH d e sc e n d ió  e n  f r u t o s F 0 3  r e sp e c t o  a  l o s E 0 3  e n  l a s v a r ie d a d e s 
D u l c e  I t a l ia n o  y  Ga l il e o  ( F ig. 4 .5 6 A ). E n  V e r ga sa ,  p o r  e l  c o n t r a r io ,  l a  e x p r e sió n  d e  l a  
GalLDH f u e  m a y o r  e n  f r u t o s F 0 3  q u e  e n  f r u t o s E 0 3 . E n  B ie l a  l a s d if e r e n c ia s d e  e x p r e sió n  
d e  l a  GalLDH e n t r e  f r u t o s E 0 3  y  F 0 3  n o  f u e r o n  sign if ic a t iv a s. E n t r e  v a r ie d a d e s,  
o b se r v a m o s q u e  B ie l a  y  V e r ga sa  p r e se n t a b a n  m e n o r  e x p r e sió n  d e  l a  GalLDH q u e  D u l c e  
I t a l ia n o  y  Ga l il e o  e n  l a  c o se c h a  E 0 3 ,  m ie n t r a s q u e  e n  r e c o gid a  F 0 3  e st o s r e su l t a d o s se  
in v e r t í a n ,  sie n d o  B ie l a  y  V e r ga sa  l a s q u e  p r e se n t a b a n  m a y o r  e x p r e sió n  d e  l a  GalLDH.  
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Fig. 4.56. Expresión  d if eren c ia l  d e L-g a l a c t o n o -γ-l a c t o n a  d e s h i d r o g e n a s a ( G a l LD H )  d e f ru t o s d e l a s v a ried a d es 
G a l il eo ,  B iel a ,  D u l c e it a l ia n o  y  V erga sa so m et id o s a  c a m b io s a m b ien t a l es. Los frutos de las variedades se 
rec og ieron  a m ediados de en ero y  feb rero de 2 0 0 3  ( E 0 3  y  F 0 3 ,  resp ec tivam en te) .  E l an álisis se realiz ó p or R T -P C R  
sem ic uan titativa a p artir del R N A  total aislado de los frutos de p im ien to de las variedades y  c on dic ion es m en c ion adas.  
Los p roduc tos de am p lific ac ión  fueron  visualiz ados c on  b rom uro de etidio y  luz  ultravioleta en  g eles de ag arosa.  A ,  efec to 
de la c osec h a en  la ex p resión  de GalLDH.  La raz ón  in dic a los n iveles relativos del p roduc to de am p lific ac ión  de la 
GalLDH sob re la ac t i n a usada c om o c on trol in tern o desp ués de su n orm aliz ac ión ,  y  se ex p resa en  el n úm ero de vec es 
resp ec to al c on trol,  al q ue se asig n ó el valor de 1  en  c ada variedad.  Los datos son  m edia de al m en os tres ex p erim en tos 
diferen tes.  V alores in feriores a 0 , 8  y  sup eriores a 1 , 2  se c on sideran  q ue m uestran  diferen c ias sig n ific ativas en  la 
ex p resión .  B ,  efec to de la variedad en  la ex p resión  de GalLDH .  Los valores rep resen tados se ob tuvieron  p or referen c ia a 
los datos de G alileo E 0 3 ,  al q ue se asig n ó el valor 1 .  
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4.5. S Í N T E S I S  D E  A S C O R B A T O  E N  P LA N T A S  D E  P I M I E N T O  
Los resultados obtenidos hasta ahora nos muestran que el ascorbato p odrí a j ug ar un p ap el 
imp ortante en la maduración del f ruto de p imiento y p or ello nos centramos en el estudio 
de alg unas de las enz imas imp licadas en la sí ntesis de este antiox idante. S e analiz ó la 
activ idad y ex p resión de la L-g alactono-γ-lactona deshidrog enasa ( GalLD H ) y la activ idad 
de la L-g alactosa deshidrog enasa ( GalD H ) en distintos órg anos de la p lanta de p imiento 
( hoj a, f lor, tallo, f ruto v erde y f ruto roj o). P or otro lado, se estudió la activ idad nucleosido 
dif osf ato quinasa ( N D P K ) en f rutos v erdes, roj os y amarillos.  
 
4.5.1. L-Ga l a c t o s a  d e s h i d r o g e n a s a  e n  p l a n t a s  d e  p i m i e n t o  
4.5.1.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
S e analiz ó la activ idad L-g alactosa deshidrog enasa ( GalD H ) en hoj as, f lores, tallos y f rutos 
v erdes y maduros ( roj os o amarillos) de p imiento de dos v ariedades distintas, V erg asa y 
B iela. E n V erg asa, los niv eles má s altos de activ idad GalD H  se detectaron en f rutos 
maduros ( roj os) y ap enas se detectó activ idad en las f lores comp letas ( F ig . 4 .5 7 ). E n la 
v ariedad B iela, tambié n la maduración del f ruto iba acomp añ ada de un ascenso en la 
activ idad GalD H  ( F ig . 4 .5 8 ). P or tanto, en ambas v ariedades era en el f ruto maduro donde 
se detectaron los mayores niv eles de activ idad GalD H . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.1.2. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  p a r c i a l  
P ara el estudio de la secuencia del clon p arcial de la galactosa deshidrogenasa ( GalD H ) de 
f ruto de p imiento se diseñ aron cebadores deg enerados a p artir del alineamiento de las 
secuencias de GalD H  de A rab idop sis thaliana y S p inacia oleracea. P ara ello, como en otros 

Fig. 4.57. Actividad L-gal acto s a 
de s h idr o ge n as a (G al D H )  e n  dis tin to s  
ó r gan o s  de  p l an tas  de  p im ie n to  de  l a 
var ie dad V e r gas a. Los valores indicados 
son la m edia de 3  ex p erim ent os ± el error 
est andard de la m edia ( E S M ) .0
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Fig. 4.58. Actividad L-gal acto s a 
de s h idr o ge n as a (G al D H )  e n  dis tin to s  
ó r gan o s  de  p l an tas  de  p im ie n to  de  l a 
var ie dad B ie l a. Los valores indicados son 
la m edia de 3  ex p erim ent os ± el error 
est andard de la m edia ( E S M ) .0
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caso s, se  u t i l i z ó  e l  p r o g r am a O M I G A 2 . M e d i an t e  l a co r r e sp o n d i e n t e  R T -PC R , cl o n aci ó n  
e n  u n  v e ct o r  p G EM -T  Easy y se cu e n ci aci ó n  se  o b t u v o  l a se cu e n ci a p ar ci al  d e l  g e n  d e  l a 
Gal D H  d e  f r u t o  d e  p i m i e n t o . La se cu e n ci a o b t e n i d a f u e  d e p o si t ad a e n  l a b ase  d e  d at o s d e l  
NC B I  ( w w w .n cb i .n l m .n i h .g o v ;  AY 9 9 5 1 5 6). Est a se cu e n ci a p r e se n t a u n a h o m o l o g í a d e l  
8 9 %  y 8 3 %  co n  l a se cu e n ci a d e  Gal D H  d e  A r ab i d o p s i s  t h al i an a ( AJ 4 1 7 5 63 ) y  S p i n ac i a o l e r ac e a 
( AB 1 60 9 9 0 ), r e sp e ct i v am e n t e  ( An e x o  I , F i g . 7 ).  
 
4.5.2. L-Ga l a c t o n o -γ-l a c t o n a  d e s h i d r o g e n a s a  e n  p l a n t a s  d e  p i m i e n t o  
4.5.2.1. A c t i v i d a d  t o t a l  
S e  e st u d i ó  l a act i v i d ad  L-g al act o n o -γ-l act o n a d e sh i d r o g e n asa ( G al LD H ) e n  f r u t o s v e r d e s, 
m ad u r o s ( r o j o s y am ar i l l o s), h o j as, f l o r e s y t al l o s d e  l as v ar i e d ad e s V e r g asa y B i e l a. En  l a 
v ar i e d ad  V e r g asa l a act i v i d ad  G al LD H  f u e  m á s al t a ( p < 0 ,0 0 5 ) e n  l o s f r u t o s v e r d e s q u e  e n  
l o s m ad u r o s, d e t e ct á n d o se  l o s m ayo r e s n i v e l e s d e  act i v i d ad  e n  l o s t al l o s ( F i g . 4 .5 9 ). Po r  
o t r o  l ad o , e r a d e  d e st acar  l a m u y b aj a act i v i d ad  o b se r v ad a e n  l as f l o r e s. En  B i e l a, l a 
act i v i d ad  G al LD H  au m e n t ó  ( p < 0 ,0 0 5 ) si g n i f i cat i v am e n t e  e n  f r u t o s m ad u r o s ( am ar i l l o s) 
r e sp e ct o  a l o s f r u t o s v e r d e s si e n d o  ad e m á s e l  ó r g an o  d o n d e  m ayo r  act i v i d ad  se  d e t e ct ó  
( F i g . 4 .60 ). Al  i g u al  q u e  e n  l a v ar i e d ad  V e r g asa, l as f l o r e s p r e se n t ab an  l a m e n o r  act i v i d ad . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.2.2. E x p r e s i ó n  d e  l a  GalLDH e n  p l a n t a s  d e  p i m i e n t o  m e d i a n t e  P C R  c u a n t i t a t i v a   
S e  h a an al i z ad o  l a e x p r e si ó n  d e l  g e n  d e  l a Gal L D H  m e d i an t e  PC R  cu an t i t at i v a a t i e m p o  
r e al  e n  d i st i n t o s ó r g an o s d e  l a p l an t a d e  p i m i e n t o  e n  l as v ar i e d ad e s, V e r g asa y B i e l a. Par a 
e l l o  se  u t i l i z ó  e l  R NA d e  h o j as, t al l o s, f l o r e s y f r u t o s v e r d e s y m ad u r o s ( r o j o s o  am ar i l l o s) 
d e  l a p l an t a d e  p i m i e n t o . Po r  o t r o  l ad o , se  d i se ñ ar o n  ce b ad o r e s e sp e cí f i co s p ar a e l  g e n  d e  

Fig. 4.59. Actividad L-gal acto n o -γ-l acto n a 
de s h idr o ge n as a (G al LD H )  e n  dis tin to s  
ór gan o s  de  p l an tas  de  p im ie n t o  de  l a 
var ie dad V e r gas a. Los valores indicados 
son la m edia de 3  ex p erim ent os ± el error 
est andard de la m edia ( E S M ) .0
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Fig. 4.60. Actividad L-gal acto n o -γ-l acto n a 
de s h idr o ge n as a (G al LD H )  e n  dis tin to s  
ó r gan o s  de  p l an tas  de  p im ie n t o  de  l a 
var ie dad B ie l a. Los valores indicados son 
la m edia de 3  ex p erim ent os ± el error 
est andard de la m edia ( E S M ) .
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l a Gal L D H  y co m o  p at r ó n  i n t e r n o  se  e m p l e ó  l a ac t i n a ( T ab l a 3 .6). En  V e r g asa, l a m ayo r  
e x p r e si ó n  d e  l a Gal L D H  ( p < 0 ,0 0 5 ) t u v o  l u g ar  e n  f l o r e s y h o j as, m i e n t r as q u e  e n  f r u t o s y 
t al l o s l o s n i v e l e s d e  e x p r e si ó n  d e  l a Gal L D H  e r an  m u y si m i l ar e s ( F i g . 4 .61 ). En  B i e l a, l o s 
n i v e l e s m á s al t o s d e  e x p r e si ó n  d e  l a Gal L D H  se  o b t u v i e r o n  e n  f l o r e s y e n  e l  r e st o  d e  
ó r g an o s an al i z ad o s l a e x p r e si ó n  d e  l a Gal L D H  n o  m o st r ó  d i f e r e n ci as si g n i f i cat i v as ( F i g . 
4 .62 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.3. Nu c l e o s i d o  d i f o s f a t o  q u i n a s a  ( ND P K )  
Po r  ú l t i m o  y f r u t o  d e  u n a e st an ci a e n  e l  l ab o r at o r i o  d e l  Pr o f e so r  Ni ch o l as S m i r n o f f  d e  l a 
U n i v e r si d ad  d e  Ex e t e r  ( R e i n o  U n i d o ) se  l l e v ó  a cab o  e l  e st u d i o  d e  l a n u cl e ó si d o  d i f o sf at o  
q u i n asa ( ND PK ). D i ch a e n z i m a i n t e r v i e n e  e n  l a g e n e r aci ó n  d e  n u cl e ó t i d o s t r i f o sf at o  co m o  
e l  G T P, n e ce sar i o  e n  l a r u t a d e  sí n t e si s d e  asco r b at o . Par a e st u d i ar  l a p o si b l e  i m p l i caci ó n  
d e  d i ch a e n z i m a e n  l a sí n t e si s d e  asco r b at o  e n  n u e st r o  m at e r i al  se  an al i z ó  l a act i v i d ad  
ND PK  e n  f r u t o s d e  p i m i e n t o  v e r d e s, r o j o s y am ar i l l o s. C o m o  se  ap r e ci a e n  l a F i g u r a 4 .63 , 
l a act i v i d ad  ND PK  e r a su p e r i o r  e n  l o s f r u t o s v e r d e s q u e  e n  l o s f r u t o s r o j o s o  am ar i l l o s, 
si e n d o  e n  é st o s ú l t i m o s d o n d e  se  o b se r v ó  l a m e n o r  act i v i d ad  ND PK .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.61. Expresión  d el  m R N A d e l a  galactono-
γ-lactona d e s h i d r oge nas a ( G alL D H )  en  
d ist in t o s órga n o s d e pl a n t a s d e pim ien t o  d e l a  
v a ried a d  V erga sa . El análi s i s  s e r eali z ó m ed i ant e 
P C R  c u ant i t at i v a a t i em p o  r eal en lo s  ór g ano s  
i nd i c ad o s .  L o s  v alo r es  i nd i c ad o s  s o n la m ed i a d e 
3  ex p er i m ent o s  ± el er r o r  es t and ar d  d e la m ed i a 
( ES M ) .0
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s EXPRESIEXPRESIÓÓN  D E N  D E GalLDHGalLDH Fig. 4.62 . Expresión  d el  m R N A d e l a  galactono-

γ-lactona d e s h i d r oge nas a (G alL D H )  en  
d ist in t o s órga n o s d e pl a n t a s d e pim ien t o  d e l a  
v a ried a d  B iel a . El análi s i s  s e r eali z ó m ed i ant e 
P C R  c u ant i t at i v a a t i em p o  r eal en lo s  ór g ano s  
i nd i c ad o s .  L o s  v alo r es  i nd i c ad o s  s o n la m ed i a d e 
3  ex p er i m ent o s  ± el er r o r  es t and ar d  d e la m ed i a 
( ES M ) .
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Fig. 4.63. Estudios de la actividad 
n ucleósido dif osf ato q uin asa ( N D P K ) ,  
en  f r utos de p im ien to ver de,  r oj o y  
am ar illo. Los valores indicados son la 
m edia de 3  ex p erim ent os ± el error 
est andard de la m edia ( E S M ) .
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4.6. C A R A C T E R I Z A C I Ó N  M O L E C U L A R  D E  L A  L -G A L A C T O N O -γ-
L A C T O N A  D E S H I D R O G E N A S A  D E  F R U T O S  D E  P I M I E N T O  
En los últimos años se h an d esc r ito d istintas v í as d e sí ntesis d e asc or b ato en p lantas, entr e 
ellas la d esc r ita p or  S mir nof f -W h eeler  d ond e la L-g alac tono-γ-lac tona d esh id r og enasa 
(G alLD H ) c ataliz a la última r eac c ió n en la r u ta d e sí ntesis d el asc or b ato. Ex isten estu d ios 
q u e mu estr an la alta su sc ep tib ilid ad  d e esta enz ima a v ar iac iones med ioamb ientales, 
c omo la tr ansic ió n d e lu z  a osc u r id ad , q u e d esemb oc an en u n ef ec to d ir ec to sob r e la 
c onc entr ac ió n d e asc or b ato (S mir nof f  &  P allanc a, 1 9 9 6). 
  
4.6.1. A i s l a m i e n t o  d e l  c D N A  
P ar a la d eter minac ió n d e las p r op ied ad es molec u lar es d e la G alLD H  d e f r u tos d e 
p imiento y  p ar a el d iseño d e antic u er p os esp ec í f ic os p ar a d ic h a enz ima, se p r oc ed ió  al 
aislamiento d el g en c omp leto d e la Ga l L D H  d e C a p s i c u m a n n u u m L. En p r inc ip io, se 
d iseñar on d istintas p ar ej as d e c eb ad or es d eg ener ad os (F ig . 3 .6) a lo lar g o d el g en, 
u tiliz and o p ar a ello el alineamiento d e las sec u enc ias d e Ga l L D H  d e N i c o t i a n a  t a b a c u m, 
A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a  y  L y c o p e r s i c u m e s c u l e n t u m (F ig . 3 .5). C on d ic h as p ar ej as d e c eb ad or es y  
med iante su c esiv as R T -P C R s se ob tu v o u n c D NA  p ar c ial d e la Ga l L D H  d e C a p s i c u m 
a n n u u m L. F inalmente, med iante la té c nic a 5’ -R A C E se ob tu v o el ex tr emo 5’  d e d ic h o g en, 
c onsig u iend o d e este mod o la sec u enc ia c omp leta d e la Ga l L D H  d e f r u to d e p imiento. 
D ic h a sec u enc ia f u e d ep ositad a en la b ase d e d atos d el NC B I  (w w w .nc b i.nlm.nih .g ov ;  
A Y 54 7 3 52 ). La sec u enc ia d el g en d e la Ga l L D H  d e p imiento p r esentab a u na id entid ad  d el 
8 8 % c on la Ga l L D H  d e N i c o t i a n a  t a b a c u m y  d e L y c o p e r s i c u m e s c u l e n t u m (F ig . 4 .64 ). 
 
4.6.2. P r o p i e d a d e s  m o l e c u l a r e s  d e  l a  G a l L D H   
El aná lisis d e la p r ed ic c ió n molec u lar  b asad a en la sec u enc ia d e aminoá c id os d ed u c id a d el 
g en d e la Ga l L D H  d e f r u tos d e p imiento d esc r ita anter ior mente p r op or c ionó  los 
r esu ltad os ind ic ad os en la T ab la 4 .2 . D ic h o aná lisis se llev ó  a c ab o med iante las 
h er r amientas b ioinf or má tic as d isp onib les en w w w .ex p asy .or g . S eg ún estos d atos, la 
p r oteí na mad u r a c onsta d e 58 6 aminoá c id os, siend o el tamaño teó r ic o d e la su b u nid ad  d e 
62 ,2  k D a y  su  p u nto isoelé c tr ic o (P I ) d e 6,4 . C omo y a se h a d esc r ito anter ior mente en otr as 
esp ec ies v eg etales, la G alLD H  d e f r u tos d e p imiento p r esenta u n p é p tid o señal 
c ar ac ter í stic o d e mitoc ond r ias q u e en nu estr o c aso se c or r esp ond e c on los 3 7  aminoá c id os 
d el ex tr emo amino. A d emá s, se tr ata d e u na enz ima inestab le, y a q u e su  í nd ic e d e 
estab ilid ad  es d e 4 3 ,2 4  y  su  c oef ic iente d e ex tinc ió n molar  es d e 7 4 ,1 7 5 M -1 ·  c m-1. P or  otr o 
lad o, la G alLD H  d e p imiento p r esentab a d ominios d e u nió n al F A D , d ominios d e u nió n 
d e F A D / F M N  a d esh id r og enasas y  d ominios d e u nió n al U D P -N-ac etilmu r amato d e 
c ier tas d esh id r og enasas (F ig . 4 .65). 
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Fig. 4.64. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la GalLDH de p imiento y  la de la N i c o t i an a t ab ac u m
(B A B 1 3 3 6 8  ,  5 8 7  a m i n o ác i d o s ) y  Ly c o p e r s i c u m e s c u l e n t u m (B A C 1 1 7 5 8 ;  5 8 8  a m i n o ác i d o s ) .

Cap             MLRSFISKRSLQSFLRYHHHHHHR-------AHRRPFSTTPGPPTADAELRKYIGYTLLL 53 
Lyc             MLRSFASKRSLQSLLHHHYRRCRQN-PQFPIINPRPFSSSPGPPSSDAELRKYIGYTLLL 59 
Nic             MLRSLTSKRSLQSLLLHHHHPLRRPNPQLTPFNPRPFSSTPGPTTSESELRKYIGYTLLL 60 
                ****: *******:* :*::  ::        : ****::***.::::************ 

Cap             VASGAATYYSFPFPENARDKKAQLFRYAPLPDDLHTVTNWSGTHEVRTRTFLQPESIEQL 113 
Lyc             LGSAAATYYSFPFSEDARDKKAQLFRYAPLPDDLHTVSNGSGTHEVRTRAFLQPESVEEL 119 
Nic             LGCGAATYYSFPFPENAKNKKAQLFRYAPLPDDLHTVSNWSGTHEVQTRTFLQPESIEEL 120 
                :...*********.*:*::******************:* ******:**:******:*:* 

    EGIVKEGHERKHKIRPVGSGLSPNGIGLTRAGMVNLALMDKVLSVDKEKKRVTVQAGIRV 173 
Lyc             EGIVKEANVRKHKIRPVGSGLSPNGIGLTRAGMVNLALMDKVLSVDKENKRVTVQAGIRV 179 
Nic             EGIVKAANEKKQRIRPVGSGLSPNGIGLTRAGMVNLALMDKVLNVDEEKKTVTVQAGIRV 180 
                ***** .: :*::******************************.**:*:* ********* 

Cap             QQLVDEIKEYGITLQNFASIREQQIGGIVQVGAHGTGARLPPIDEQVISMKLVTPAKGTI 233 
Lyc             QQLVDEIKEFGITLQNFASIREQQIGGIVQVGAHGTGARLPPIDEQVISMKVVTPAKGTI 239 
Nic             QQLVDAIKEYGITLQNFASIREQQIGGIVQVGAHGTGAKLPPIDEQVISMKLVTPAKGTI 240 
                ***** ***:****************************:************:******** 

Cap             EISKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTLQCVERQELVEHTFLSNMKDIKKNHKKFLSEN 293 
Lyc             EISKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTLQCVERQELVEHTFLSNMKDIKKNHKKFLSEN 299 
Nic             EISKEKDPELFYLARCGLGGLGVVAEVTLQCVERQELVEHTFLSNMKDIKKNHKKFLSEN 300 
                ************************************************************ 

Cap             KHVKYLHIPYTDAVVVVTCNPVSKLRGPPKHKPIYTTEEALQHVRDLYQESLKKYRSQVA 353 
Lyc             KHVKYLYIPYTDAVVVVTCNPMSKEKGPPKNKPKYTAEEALQHVRDLYLESLTKYR---- 355 
Nic             KHVKYLHIPYTDAVVVVTCNPISKSRGPPKHKPKYTTEEALQHVRVLYRESLQKYRGQVA 360 
                ******:**************:** :****:** **:******** ** *** ***.. : 

        ASGSPDEPEVDELSFTELRDKLLVMDPLNKEHVIKVNKAEAEYWRKSEGYRVGWSDEILG 413 
Lyc             DSGSPSEPEIVELSFTELRDKLLAMDPLNKEHVIKVNKAEAEYWRKSEGYRVGWSDEILG 415 
Nic             DSGSP-EPEIDELSFTELRDKLLALDPLNKEHVIEINKAEAEFWRKSEGYRVGWSDEILG 419 
                 ****.***: ************.:*********::******:***************** 

Cap             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSKSQM 473 
Lyc             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSKSQM 475 
Nic             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSRSRM 479 
                ********************************************************:*:* 

Cap             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRKQITEEFFHYRHMTQAQLWDRYSAFEHWAKI 533 
Lyc             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRRQITEEFFHYRHMTQSQLWDQYSAFDHWAKI 535 
Nic             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRRQITEEFFHYRHMTQAQLWDHYSAFEHWAKI 539 
                *****************************:**************:****:****:***** 

Cap             EVPKDKEELAALQARLKKKFPVDAYNQARNELDPNHILSNNMLEKLFPSSEAQ 586 
Lyc             EVPKDIEDLAGLQARLKKKFPVDAYNQARKELDPNRILSNNMLEKLFPSSEAV 588 
Nic             EVPKDKEELAALQERLKKKLPVDAYNQARKELDPNRILSNNMLEKLFI----- 587 
                ***** *:**.** *****:*********:*****:*********** ::.:  

C. a n n u u m
L . e s c u l e n t u m
N . t a b a c u m
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                ****: *******:* :*::  ::        : ****::***.::::************ 
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                ************************************************************ 

Cap             KHVKYLHIPYTDAVVVVTCNPVSKLRGPPKHKPIYTTEEALQHVRDLYQESLKKYRSQVA 353 
Lyc             KHVKYLYIPYTDAVVVVTCNPMSKEKGPPKNKPKYTAEEALQHVRDLYLESLTKYR---- 355 
Nic             KHVKYLHIPYTDAVVVVTCNPISKSRGPPKHKPKYTTEEALQHVRVLYRESLQKYRGQVA 360 
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Lyc             DSGSPSEPEIVELSFTELRDKLLAMDPLNKEHVIKVNKAEAEYWRKSEGYRVGWSDEILG 415 
Nic             DSGSP-EPEIDELSFTELRDKLLALDPLNKEHVIEINKAEAEFWRKSEGYRVGWSDEILG 419 
                 ****.***: ************.:*********::******:***************** 

Cap             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSKSQM 473 
Lyc             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSKSQM 475 
Nic             FDCGGHQWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELMQLIEKESVPAPAPIEQRWTACSRSRM 479 
                ********************************************************:*:* 

Cap             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRKQITEEFFHYRHMTQAQLWDRYSAFEHWAKI 533 
Lyc             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRRQITEEFFHYRHMTQSQLWDQYSAFDHWAKI 535 
Nic             SPAYSSADDDIFSWVGIIMYLPTMDARQRRQITEEFFHYRHMTQAQLWDHYSAFEHWAKI 539 
                *****************************:**************:****:****:***** 

Cap             EVPKDKEELAALQARLKKKFPVDAYNQARNELDPNHILSNNMLEKLFPSSEAQ 586 
Lyc             EVPKDIEDLAGLQARLKKKFPVDAYNQARKELDPNRILSNNMLEKLFPSSEAV 588 
Nic             EVPKDKEELAALQERLKKKLPVDAYNQARKELDPNRILSNNMLEKLFI----- 587 
                ***** *:**.** *****:*********:*****:*********** ::.:  

C. a n n u u m
L . e s c u l e n t u m
N . t a b a c u m

PÉPT I D O  S E ÑA L  M I T O C O N D R I A L

Masa molecular de la sub un i dad
Pun t o i soeléct ri co (p I )
Pép t i do señal (mi t ocon dri al)

H i drof ob i ci dad
C oef i ci en t e ex t i n ci ón  molar (ε280)
Ín d i c e  d e  e s t a b i l i d a d

6 2 . 2 3 4  D a
6 , 4 0
3 7  a m i n o ác i d o s  (N -t e r m i n a l ) 
(M L R S F I S K R S L Q S F L R Y H H H H
H H R A H R R PF S T T PG PP)
0 , 4 8 1
7 4 . 1 7 5  M -1 c m -1

4 3 , 2 4  (I n e s t a b l e )

M a s a  m o l e c u l a r  d e  l a  s u b u n i d a d
Pu n t o  i s o e l éc t r i c o (p I )
Pép t i d o  s e ña l  (m i t o c o n d r i a l )

H i d r o f o b i c i d a d
C o e f i c i e n t e  e x t i n c i ón  m o l a r  (ε280)
Ín d i c e  d e  e s t a b i l i d a d

6 2 . 2 3 4  D a
6 , 4 0
3 7  a m i n o ác i d o s  (N -t e r m i n a l ) 
(M L R S F I S K R S L Q S F L R Y H H H H
H H R A H R R PF S T T PG PP)
0 , 4 8 1
7 4 . 1 7 5  M -1 c m -1

4 3 , 2 4  (I n e s t a b l e )

Tabla 4.2. Propiedades moleculares de la L-g alact on o-γ-lact on a desh idrog en asa
de f rut os de pimien t o basadas en  la predicción  a part ir de la secuen cia de 
amin oácidos.
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P o r  o t r o  l a do ,  se  a n a l i z a r o n  l a s p o si b l e s r e g i o n e s t r a n sm e m b r a n a s de  l a  G a l L D H  

de  f r u t o s de  p i m i e n t o . D i c h a  a p r o x i m a c i ón  se  l l e v ó a  c a b o  m e di a n t e  di v e r so s m é t o do s 
di sp o n i b l e s e n  w w w .e x p a sy .o r g . E l  m é t o do  T M H M M  ( C B S ,  D e n m a r k )  ( F i g . 4 .6 6 A )  
p r e de c í a  u n  do m i n i o  t r a n sm e m b r a n a  l o c a l i z a do  e n t r e  e l  a m i n o á c i do  9  y  e l  2 8 . S e g ú n  e st e  
m i sm o  e st u di o  l o s a m i n o á c i do s 1  a l  8  e st a r í a n  e x p u e st o s a  l a  c a r a  e x t e r n a  de  l a  m e m b r a n a  
y  e l  r e st o  de l  p é p t i do  e st a r í a  e n  su  m a y o r í a  e x p u e st o  a  l a  c a r a  i n t e r n a  de  l a  m e m b r a n a . E n  
e st e  ú l t i m o  f r a g m e n t o  e x p u e st o  a  l a  c a r a  i n t e r n a  de  l a  m e m b r a n a  se  o b se r v a r o n  c u a t r o  
p e q u e ñ o s f r a g m e n t o s q u e  p o dr í a n  p e r t e n e c e r  a  r e g i o n e s t r a n sm e m b r a n a  c o n  u n a  
p r o b a b i l i da d i n f e r i o r  a l  5 % . P o r  e l  m é t o do  D A S  de  l a  U n i v e r si da d de  E st o c o l m o  ( F i g . 
4 .6 6 B )  se  i de n t i f i c ó de  n u e v o  u n  do m i n i o  t r a n sm e m b r a n a  p r i n c i p a l  ( e n t r e  l o s a m i n o á c i do s 
9  y  2 8 )  y  o t r o s do s do m i n i o s t r a n sm e m b r a n a  se c u n da r i o s. E st o s do s n u e v o s do m i n i o s 
t r a n sm e m b r a n a  c o i n c i dí a n  c o n  do s de  l a s r e g i o n e s t r a n sm e m b r a n a s h i p o t é t i c a s de sc r i t a s 
e n  e l  m é t o do  a n t e r i o r . 
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Fig. 4.65. Dominios de unión de l a  L -ga l a c t ono-γ-l a c t ona  desh idr ogena sa de f r ut o de p imient o. FAD b i n d i n g 4 ,  
d o m i n i o  d e  u n i ón  a l  FAD;  G l c D,  d o m i n i o s  d e  u n i ón  d e  FAD/ FM N a  d e s h i d r o g e n a s a s ;  M u r B ,  d o m i n i o s  d e  u n i ón  a l  U DP -N-
a c e t i l m u r a m a t o d e  c i e r t a s  d e s h i d r o g e n a s a s .
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Fig. 4.66. Dominios t r a nsme mb r a na d e  l a  L -ga l a c t ono-γ-l a c t ona  d e sh id r oge na sa d e  f r u t o d e  p imie nt o. Este 
estu d i o  se h a  l l ev a d o  a  c a b o  p o r  el  m éto d o  T M H M M  (C B S ,  D en m a r k )  (A )  y  p o r  el  m éto d o  D A S  (S t o c k h o l m U n i v er si ty )  
(B ) .  T M H M M ,  H él i c es tr a n sm em b r a n a b a sa d o  en  el  M o d el o  O c u l t o  d e M a r k o v (T r a n sm em b r a n e H el i c es b a sed o n t h e
H i d d en M a r k o v M o d el ) .  D A S ,  M éto d o  d e a l i n ea m i en to  d e su p er f i c i es d en sa s (D en se A l i g m en t S u r f a c e) .  
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El pimiento (Capsicum annuum L.) es u n produ c to h ortí c ola de gran importanc ia 
agronómic a ya q u e es c onsu mido por la mayor parte de la poblac ión mu ndial. P or otro 
lado, el pimiento es u na espec ie de alto interé s ec onómic o en el su r de Eu ropa, y, sobre 
todo, en Españ a. En la ú ltima dé c ada los esf u erz os c on respec to a este produ c to h ortí c ola 
se h an c entrado en dos aspec tos f u ndamentalmente:  produ c c ión y c omerc ializ ac ión. En el 
sec tor de la produ c c ión se h a avanz ado mu c h o c on nu evas té c nic as, c omo la elec c ión de 
variedades de rendimientos c omerc iales c ada vez  su periores y de resistenc ias mú ltiples. 
Esto h a dado lu gar a variedades de pimientos de u na mayor c alidad. 
 C omo es sabido, los alimentos vegetales proporc ionan c asi la totalidad de las 
vitaminas y minerales esenc iales, así  c omo nu merosos c ompu estos promotores de u n 
bu en estado de salu d, tema por el q u e el c onsu midor se mu estra c ada vez  má s 
preoc u pado. P or tanto, aparte de las c arac terí stic as visu ales de los produ c tos natu rales 
c omo c olor, f orma, tamañ o, estado de madu rac ión, etc . (How ard et al., 2 0 0 0 ; G ru da, 2 0 0 5 ), 
se demanda tambié n el c ontenido en su stanc ias benef ic iosas para la salu d e inc lu so si los 
alimentos poseen c apac idad antic anc erí gena, antimu tagé nic a y antiinf lamatoria (P eterson 
&  Dw yer, 1 9 9 8 ).  
 Esto nos h a servido de plataf orma para abarc ar u n tema de interé s general c omo es 
el estu dio del c ontenido en antiox idantes de f ru tos de pimiento así  c omo de sistemas 
enz imá tic os q u e no siendo propiamente antiox idantes está n implic ados en proc esos 
metabólic os relac ionados c on la eliminac ión o produ c c ión de espec ies de ox í geno reac tivo. 
Dic h o estu dio se h a llevado a c abo en f ru tos de pimiento de distintas variedades su j etas a 
variac iones ambientales du rante la poliniz ac ión y desarrollo del f ru to y en f ru tos de 
pimiento c on distinto grado de madu rac ión. P ara esta investigac ión se h an desarrollado 
aprox imac iones bioq u í mic as y de biologí a c elu lar y molec u lar. Este enf oq u e mú ltiple da a 
nu estro estu dio de los antiox idantes enz imá tic os u n c ará c ter pionero en la biologí a del 
pimiento q u e pu ede ser trasladado a otras espec ies vegetales inc lu idas en la alimentac ión 
h u mana, c on la f inalidad de establec er estrategias de selec c ión y mej ora de variedades c on 
alto interé s nu tric ional. C omo etapa previa a estos estu dios, y en c onex ión c on u na 
investigac ión q u e se h abí a desarrollado en nu estro laboratorio, h emos analiz ado la 
partic ipac ión de los sistemas antiox idantes enz imá tic os de h oj as de pimiento en la 
respu esta f rente al estré s provoc ado por el 2 ,4-D. 
 
5.1. E L  2, 4-D  G E N E R A  E S T R É S  O X I D A T I V O  E N  P L A N T A S  D E  P I M I E N T O . 
El á c ido 2 ,4-dic lorof enox iac é tic o (2 ,4-D) es u n c ompu esto x enobiótic o de amplia 
estabilidad metabólic a, q u e a altas c onc entrac iones, presenta u na importante ac tividad 
h erbic ida (Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). Au nq u e su  mec anismo de ac c ión no está  aú n 
def inido, es c onoc ido q u e el 2 ,4-D provoc a importantes c ambios morf ológic os y 
f isiológic os en la planta (G rossmann 2 0 0 0 a; Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). Sin embargo, el 
2 ,4-D c u ando se enc u entra a baj as c onc entrac iones, presenta u n c omportamiento similar al 
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del á c ido indolac é tic o (AI A), la princ ipal au x ina natu ral en plantas su periores 
(G rossmann, 2 0 0 0 b). En este c aso, el 2 ,4-D indu c e el c rec imiento de raí c es o tallos por 
división y elongac ión c elu lar y estimu la los proc esos de germinac ión de semillas 
(G rabinsk a-Sota et al., 2 0 0 2 ; C ampanoni &  N ic k , 2 0 0 5 ), así  c omo la embriogé nesis 
somá tic a y la f ormac ión de c allos a partir de c u ltivos de tej idos vegetales (T au toru s et al., 
1 9 9 1 ; B ronsema et al., 1 9 9 8 ; K itamiya et al., 2 0 0 0 ; Ramanayak e &  W anniarac h c h i, 2 0 0 3).  
 En esta T esis Doc toral se h an empleado plantas de pimiento de dos c u ltivares 
distintos, Abdera y Herminio, sometidas a la ac c ión del h erbic ida 2 ,4-D, aplic ado por ví a 
f oliar. La c onc entrac ión de 2 ,4-D u tiliz ada (2 2 ,6 mM ) f u e establec ida en base a estu dios 
previos llevados a c abo en nu estro laboratorio c on plantas de gu isante (M c C arth y, 2 0 0 4). 
En dic h o trabaj o se c omprobó q u e el 2 ,4-D ej erc í a el mismo ef ec to independientemente de 
q u e f u era aplic ado por ví a f oliar o radic al, si bien los ef ec tos eran má s rá pidos tras la 
administrac ión por ví a f oliar. Se selec c ionaron las variedades Abdera y Herminio por 
representar a dos tipos de pimiento dif erentes:  Abdera es del tipo Du lc e italiano mientras 
q u e Herminio es del tipo Lamu yo. Ademá s ambas variedades se h abí an empleado 
anteriormente por nu estro gru po de trabaj o para llevar a c abo estu dios de estré s por altas 
c onc entrac iones de c admio (León et al. 2 0 0 2 ). En dic h a investigac ión se observó q u e 
Abdera y Herminio mostraban u na sensibilidad dif erente al c admio. Ello nos llevó a 
plantear q u e dic h as variedades podrí an responder de manera dif erenc ial f rente a otro 
agente de estré s abiótic o.  
 En esta M emoria Doc toral se h a investigado la ac c ión del 2 ,4-D sobre el 
metabolismo ox idativo, la c onc entrac ión de proteí nas y c rec imiento de la planta de 
pimiento.  

El 2 ,4-D administrado por ví a f oliar af ec taba severamente al c rec imiento de la 
planta de pimiento, sobre todo a c orto y medio plaz o. Las plantas de pimiento 
desarrollaban los tí pic os sí ntomas visu ales produ c idos por los h erbic idas au x í nic os, c omo 
son la epinastia de las h oj as, c u rvatu ra del tallo e inh ibic ión de la raí z  y de la parte aé rea 
(C ardenas et al., 1 9 68 ; G olebsk i et al., 1 9 8 8 ; K ey &  W old, 1 9 61 ; Sterling &  Hall, 1 9 9 7 ). De 
h ec h o, se h a desc rito q u e altos niveles de au x inas produ c en marc h itamiento, senesc enc ia, 
madu rac ión de f ru tos, e inc lu so, nec rosis f oliar (C á rdenas et al., 1 9 68 ; Agu stí  et al., 2 0 0 2 ). 
Ademá s, los h erbic idas au x í nic os estimu lan la sí ntesis de etileno, lo c u al parec e estar 
relac ionado c on los ef ec tos morf ológic os de epinastia y senesc enc ia (Sterling &  Hall, 1 9 9 7 ; 
G rossmann, 1 9 9 8 ; 2 0 0 0 a). A su  vez , el etileno indu c e la sí ntesis de á c ido absc í sic o (AB A), 
el c u al inh ibe el c rec imiento por c ierre estomá tic o, limitando así  la asimilac ión de c arbono 
y la c onsigu iente produ c c ión de biomasa (K ende &  Z eevaart, 1 9 9 7 ). 

A largo plaz o se estabiliz ó el c rec imiento de las plantas de ambas variedades de 
pimiento de manera q u e a las dos semanas de tratamiento se amortigu aron los sí ntomas 
visu ales detec tados al princ ipio del ex perimento, princ ipalmente en Abdera. Este 
f enómeno de “ rec u perac ión”  sin embargo no se ref lej ó en el metabolismo f oliar c omo 
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c omprobaremos en adelante, donde los ef ec tos del 2 ,4-D sobre algu nos pará metros se 
mantu vieron du rante todo el ex perimento. Este c omportamiento dif erí a c on lo observado 
en plantas de gu isante, en las q u e tratamientos prolongados de má s de u na semana 
oc asionaban la mu erte de la planta (M c C arth y, 2 0 0 4). 

La detenc ión en el c rec imiento observado en las plantas de pimiento de las 
variedades Abdera y Herminio, se c orrespondí a c on u na disminu c ión en el c ontenido de 
proteí nas en las h oj as. Este mismo ef ec to f u e observado en plantas de gu isante ( P isum 
sat iv um) tratadas c on 2 ,4-D a nivel f oliar, donde parec e ser q u e destac an los proc esos 
c atabólic os a dif erenc ia de los tallos donde abu ndan los proc esos anabólic os (M c C arth y, 
2 0 0 4).  

En estu dios previos, llevados a c abo en otras espec ies vegetales, se demostró q u e 
mientras la f otosí ntesis tiende a inh ibirse, la f otorrespirac ión parec e ser u n proc eso 
f u nc ional ante la ac c ión de las altas c onc entrac iones de 2 ,4-D, llegando en algu nos c asos a 
indu c irse (K elly &  Avery, 1 9 49 ; Rasmu ssen, 1 9 47 ; Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). En plantas 
de pimiento de la variedad Abdera la f otorrespirac ión parec e segu ir siendo f u nc ional, 
c omo así  lo atestigu a el patrón de la glic olato ox idasa (G OX ) e h idrox ipiru vato redu c tasa 
(HP R) tras el tratamiento c on 2 ,4-D. En plantas de pimiento de la variedad Herminio, el 
proc eso de la f otorrespirac ión parec e verse af ec tado de manera negativa ya desde el 
primer dí a de tratamiento. 

Los resu ltados obtenidos en el aná lisis del metabolismo ox idativo parec e indic ar 
q u e el 2 ,4-D genera u n estré s ox idativo generaliz ado en la parte aé rea de la planta 
propic iado por u n au mento en la produ c c ión de O2˙ y H2O2, al igu al q u e lo observado 
anteriormente en plantas de gu isante (Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). En las dos variedades 
estu diadas se produ c e u n au mento en la tasa de perox idac ión lipí dic a c omo c onsec u enc ia 
del tratamiento c on 2 ,4-D, si bien f u e la variedad Abdera, la q u e mostró los c ambios má s 
patentes c onsiderando el metabolismo ox idativo de f orma global. Ademá s se observó u n 
patrón de respu esta distinto en las dos variedades en f u nc ión del tiempo. M ientras q u e 
Abdera respondí a de manera má s gradu al, detec tá ndose los mayores ef ec tos del 2 ,4-D al 
c abo de las dos semanas, en la variedad Herminio, los c ambios má s visibles se observaron 
en la primera semana. Sin du da esta respu esta dif erenc ial podrí a estar asoc iada al tipo de 
pimiento q u e representa c ada variedad. Así , Abdera, q u e es del tipo du lc e italiano, c on 
u na madu rac ión larga de los f ru tos, posea posiblemente u n metabolismo má s sec u enc ial, 
regu lado a má s largo plaz o. Herminio, del tipo lamu yo y madu rac ión má s c orta q u e 
Abdera, mu estra u n metabolismo algo má s ac tivo, preparado posiblemente para 
respu estas má s rá pidas f rente a c ambios en el entorno. É sto, ademá s, podrí a estar 
relac ionado c on lo indic ado anteriormente ac erc a de la mayor c apac idad de Abdera para 
mitigar los sí ntomas visibles inic iales produ c idos por el 2 ,4-D. 

 
La x antina ox idorredu c tasa (X OR) es u na enz ima q u e pu ede presentarse en dos 
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f ormas molec u lares dif erentes. La f orma D (X DH; x antina desh idrogenasa; EC  1 .1 7 .1 .4) se 
c onvierte de manera reversible en la f orma O (X OD; x antina ox idasa; EC  1 .1 .3.2 2 ) 
mediante u na ox idac ión, o de manera irreversible por u na degradac ión proteolí tic a 
(P alma et al., 2 0 0 2 ; del Rí o et al., 2 0 0 3a). La X OD interviene en la ru ta de degradac ión de 
á c idos nu c leic os mediante la ox idac ión de x antina/ h ipox antina a á c ido ú ric o c on la 
produ c c ión su bsidiaria de radic ales su peróx ido (P alma et al., 2 0 0 2 ). El au mento de la 
ac tividad X OD en plantas de pimiento Abdera a los 1 4 dí as y Herminio a los 7  dí as 
su giere q u e los niveles de su peróx ido posiblemente se inc rementaron de manera notable 
en dic h as plantas por el tratamiento c on el 2 ,4-D. Estos resu ltados c onc u erdan c on los 
obtenidos por Romero-P u ertas et al. (2 0 0 4) en plantas de gu isante. P or otro lado, 
c onsiderando q u e la X OD es u na enz ima q u e f orma parte de la ru ta de degradac ión de las 
pu rinas, el au mento observado en su  ac tividad c omo c onsec u enc ia del tratamiento c on 
2 ,4-D podrí a ser indic ativo de u n au mento en el c atabolismo de á c idos nu c leic os en las 
h oj as.  

Los radic ales su peróx ido generados en la reac c ión anterior son eliminados por las 
SODs q u e lo transf orman en H2O2 y O2. La ac tividad SOD total au mentó 
c onsiderablemente en plantas de pimiento tratadas c on 2 ,4-D respec to a las plantas 
c ontroles. Dic h o au mento f u e má s notable en la variedad Abdera, mientras q u e en 
Herminio sólo se observó en el sé ptimo dí a de tratamiento. P or el c ontrario, plantas de 
pimiento de las variedades Abdera y Herminio sometidas a estré s abiótic o provoc ado por 
altas c onc entrac iones de c admio ex perimentaron u na disminu c ión de dic h a ac tividad 
SOD total (León et al., 2 0 0 2 ). El inc remento de la c onc entrac ión de peróx ido de h idrógeno 
a nivel f oliar f u e observado en plantas de gu isante tratadas c on 2 ,4-D mediante marc aj e 
h istoq u í mic o (Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). En las plantas de pimiento tratadas c on 2 ,4-D, 
se observó q u e las isof ormas de SOD mayormente af ec tadas por dic h o estré s abiótic o 
f u eron la M n-SOD y F e-SOD, del mismo modo q u e oc u rrí a en el tratamiento de estas 
plantas c on C d (León et al., 2 0 0 2 ). En nu estro c aso la M n-SOD parec e estar regu lada post-
tradu c c ionalmente, dado q u e no se produ c e u n au mento en el c ontenido proteic o de esta 
isoenz ima por el tratamiento c on el h erbic ida. El h ec h o de q u e la M n-SOD se loc alic e en 
mitoc ondrias y perox isomas (del Rí o et al., 2 0 0 3b), su giere q u e estos orgá nu los podrí an 
tomar parte en la respu esta f rente al 2 ,4-D.   

El ex c eso de radic ales su peróx ido y H2O2, en presenc ia de metales, pu ede generar 
radic ales h idrox ilo (˙ OH) mediante reac c ión de tipo Haber-W eiss. La sobreprodu c c ión de 
ROS es responsable posiblemente de la menor tasa f otosinté tic a q u e presentan algu nas 
plantas tratadas c on 2 ,4-D, ya q u e estas espec ies inh iben potenc ialmente algu nas de las 
enz imas del c ic lo de redu c c ión del c arbono (Halliw ell &  G u tteridge, 2 0 0 0 ). Ademá s, los 
radic ales ˙ OH pu eden atac ar de manera rá pida a las membranas biológic as y a todos los 
tipos de biomolé c u las, inc lu idos el DN A y las proteí nas, lo q u e c ondu c e a disf u nc iones 
metabólic as irreparables y la mu erte c elu lar (Halliw ell &  G u tteridge, 2 0 0 0 ). Este au mento 
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de ROS provoc aba en las h oj as de todas las plantas de pimiento u n au mento en la 
perox idac ión lipí dic a q u e se tradu c í a en u na mayor degradac ión de las membranas 
biológic as.  

La c atalasa es u na metaloenz ima q u e interviene generalmente en la eliminac ión de 
H2O2 en situ ac iones de estré s. N o obstante, en h oj as de pimiento la ac tividad c atalasa no 
su f rió variac iones signif ic ativas por el tratamiento c on 2 ,4-D en ningu na de las 
variedades. En plantas de gu isante y arroz  se desc ribió u na regu lac ión a nivel 
transc ripc ional de dic h a ac tividad c atalasa por ef ec to del 2 ,4-D (Sc h midt et al., 2 0 0 2 ; 
Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). En maí z , los tres genes q u e c odif ic an a la c atalasa, y su s 
respec tivas proteí nas, se ac tivaron por la ac c ión de au x inas natu rales y sinté tic as en 
embriones inmadu ros (G u an &  Sc andalios, 2 0 0 2 ). T eniendo en c u enta q u e la ac tividad 
SOD, generadora de H2O2, au mentó c onsiderablemente en dic h as plantas de pimiento 
tratadas c on 2 ,4-D (espec ialmente en Abdera), se podrí a pensar q u e h ay u na 
su perprodu c c ión de peróx ido de h idrógeno en nu estras c ondic iones ex perimentales. Este 
su pu esto estarí a apoyado por el au mento observado en la ac tividad gu ayac ol perox idasa 
(G P X ) en las variedades de pimiento. En nu estro c aso, parec e h aber u na partic ipac ión má s 
ac tiva de la G P X , q u e de la c atalasa en los mec anismos de def ensa f rente a u na mayor 
produ c c ión de  H2O2 en las plantas de pimiento tratadas c on el h erbic ida.  

El c ic lo asc orbato-glu tation es u no de los sistemas antiox idantes q u e má s 
c ontribu yen a eliminar el peróx ido de h idrógeno de las c é lu la vegetales (N oc tor &  F oyer, 
1 9 9 8 ; Asada, 2 0 0 0 ; P astori et al., 2 0 0 3). Los datos de glu tation redu c tasa obtenidos en 
nu estras c ondic iones ex perimentales indic an q u e el c ic lo asc orbato-glu tation tambié n se 
ve af ec tado por el 2 ,4-D en h oj as de pimiento. La ac tividad G R f u e mayor en las plantas 
tratadas q u e en las c ontroles de la variedad Abdera en todos los tiempos de tratamiento. 
Estos resu ltados su gieren q u e en la variedad Abdera, ademá s de las perox idasas 
inespec í f ic as, el c ic lo asc orbato-glu tation interviene en la eliminac ión de H2O2. Sin 
embargo, en Herminio, esta ru ta antiox idante no parec e af ec tarse de igu al f orma. Antes 
bien a largo plaz o se observa u na menor ac tividad G R. En otras c irc u nstanc ias se podrí a 
postu lar q u e la generac ión de H2O2 es mayor en Abdera c omo c onsec u enc ia del 
tratamiento c on 2 ,4-D, dado q u e esta variedad h ay u n au mento simu ltá neo de la G P X  y 
del c ic lo asc orbato-glu tation. P or el c ontrario, en Herminio, el 2 ,4-D no parec e af ec tar la 
generac ión de H2O2. En todo c aso, h abrí a q u e indic ar q u e, a pesar de los c ambios 
observados, la ac tividad c atalasa podrí a c ontribu ir de manera importante a la eliminac ión 
de H2O2, ya q u e esta ac tividad no se ve af ec tada por el h erbic ida.  

Las glu tation S-transf erasas (G ST s) pertenec en a u na f amilia de enz imas q u e 
poseen la c apac idad para c onj u gar dif erentes c ompu estos x enobiótic os al glu tation. El 
c omplej o q u e se f orma en esta reac c ión se transporta a la vac u ola, disminu yendo, de esta 
manera, el ef ec to dañ ino potenc ial de tales c ompu estos (M arrs, 1 9 9 6; Edw ards et al., 2 0 0 0 ). 
En las plantas de pimiento sometidas a tratamiento c on 2 ,4-D por ví a f oliar, la ac tividad 
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G ST  era mayor en plantas tratadas q u e en c ontroles, siendo este au mento mayor a medida 
q u e transc u rrí an los dí as desde el tratamiento. Este mec anismo de def ensa nu evamente 
era má s ac tivo en la variedad Abdera q u e en Herminio. Esto nos h ac e pensar nu evamente 
q u e la variedad Abdera dispone de má s mec anismos de resistenc ia f rente al estré s 
provoc ado por el 2 ,4-D q u e la variedad Herminio. En este c aso, el 2 ,4-D ej erc e u n ef ec to 
du al sobre las G ST s, ya q u e é stas son indu c ibles por au x inas y x enobiótic os (P asc al et al., 
1 9 9 8 ). La natu ralez a au x í nic a de esta su stanc ia, j u nto a su  c ará c ter x enobiótic o podrí a 
h ac er q u e las G ST s ac tu asen tanto en la desintox ic ac ión del 2 ,4-D (por c onj u gac ión c on 
G SH o por u nión direc ta a la enz ima, disminu yendo así  las c onc entrac iones de h erbic ida 
libre), c omo en su  transporte intrac elu lar. T eniendo en c u enta este mec anismo, el c ic lo 
asc orbato-glu tation tendrí a ademá s u na f u nc ión adic ional en este proc eso de 
desintox ic ac ión, proveyendo a la G ST  de G SH. Estu dios previos adj u dic an tambié n u na 
ac tividad G SH-perox idasa a la G ST , c apaz  de redu c ir h idroperóx idos de á c idos grasos o 
timidin-h idroperóx idos, a los c orrespondientes h idrox i derivados c on produ c c ión de 
G SSG  (B eeor-T z ah ar et al., 1 9 9 5 ; Edw ards, 1 9 9 6; P asc al et al., 1 9 9 8 ; F u j ita et al., 1 9 9 8 ). 

T ras el tratamiento c on 2 ,4-D de las plantas de pimiento de las variedades Abdera 
y Herminio se observó u n drá stic o au mento de las ac tividades G 6P DH, 6P G DH, I C DH y 
enz ima má lic o. El N ADP H produ c ido por estas enz imas es nec esario en c iertos proc esos 
metabólic os c omo el c ic lo asc orbato-glu tation. Ademá s, el N ADP H, aporta estabilidad a 
algu nas enz imas c omo la c atalasa f rente al dañ o ox idativo (Sc h midt et al., 2 0 0 2 ) y la raz ón 
N ADP H/ N ADP  regu la el transporte de proteí nas dentro del perox isoma (Sc h midt et al., 
2 0 0 2 ). Ex isten N ADP H-ox idasas de membrana q u e u tiliz an dic h o N ADP H para generar 
radic ales su peróx ido en mec anismos de señ aliz ac ión molec u lar. Se sabe q u e la G 6P DH y 
EM  generan el N ADP H nec esario para la N ADP H ox idasa en situ ac iones en las q u e la 
c adena de transporte elec trónic o del c loroplasto no lo pu ede llevar a c abo (F oreman et al., 
2 0 0 3). 

En resu men, h emos observado c omo la aplic ac ión f oliar del h erbic ida au x í nic o 2 ,4-
D genera u n estré s ox idativo en la planta de pimiento, au nq u e no provoc a la mu erte de la 
planta. Dic h o estré s ox idativo está  j u stif ic ado por el au mento de la ox idac ión de los 
lí pidos de membrana, el au mento de la ac tividad de las enz imas G P X , G ST , G R, SOD, 
X OD y desh idrogenasas N ADP +-dependientes, en plantas tratadas c on 2 ,4-D respec to a 
las plantas c ontroles, sobre todo en Abdera. Ademá s, estos niveles metabólic os se ven 
c orrelac ionados c on los ef ec tos visibles de inh ibic ión del c rec imiento de la planta, c lorosis 
dif u sa de las h oj as, epinastia, enrollamiento de los bordes de las h oj as y riz amiento de los 
tallos. En la variedad Herminio, se observaron dañ os ox idativos similares, sobre todo a 
nivel lipí dic o, au nq u e los sistemas antiox idantes no respondí an tan ac tivamente c omo en 
la variedad Abdera. El estré s ox idativo generado en ambas variedades no parec e af ec tar a 
las proteí nas de manera aparente, ya q u e no h ay u n au mento en los niveles de gru pos 
c arbonilo de las proteí nas. Ello c onc u erda ademá s c on la au senc ia de c ambios en la 
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ac tividad endopeptidasa por ef ec to del 2 ,4-D, por lo q u e no pu ede pensarse q u e h aya u na 
degradac ión de proteí nas modif ic adas ox idativamente tras el tratamiento c on el h erbic ida, 
segú n el modelo propu esto en otras situ ac iones de estré s ox idativo (P alma et al. 2 0 0 2 ).  
 En la F igu ra 5 .1  se mu estra u n esq u ema q u e integrarí a las enz imas analiz adas en 
las dos variedades de pimiento. Este modelo c omplementa el propu esto anteriormente 
sobre el mec anismo de ac c ión del 2 ,4-D (Romero-P u ertas et al., 2 0 0 4). Dic h o mec anismo 
inc orpora la partic ipac ión de la G P X  y de las desh idrogenasas produ c toras de N ADP H 
q u e pu eden proporc ionar el N ADP H nec esario para el f u nc ionamiento del c ic lo 
asc orbato-glu tation e, indirec tamente, la ac c ión de la G ST . El mec anismo de ac c ión tendrí a 
u n ef ec to a medio plaz o en la variedad Herminio, mientras q u e en Abdera c u rsarí a a má s 
largo plaz o en base a la evolu c ión de los pará metros analiz ados. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5.1. Modelo propuesto para la acción  del 2 , 4 -D  ( 2 2 , 6  m M)  sob re las plan tas de pim ien to de dos v ariedades,  
A b dera y  H erm in io. El mecanismo de acción del 2 , 4 - D  t endr ía u n ef ect o a medio p laz o en la v ar iedad H er minio,  
mient r as q u e en A b der a cu r sar ía a más lar g o p laz o en b ase a la ev olu ción de los p ar ámet r os analiz ados.  + ,  act iv ación de 
las act iv idades enz imát icas en p lant as t r at adas con el h er b icida.  
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5.2. F U N C I Ó N  D E  L A S  R O S  Y  A N T I O X I D A N T E S  E N  L A  M A D U R A C I Ó N  D E  
L O S  F R U T O S  D E  P I M I E N T O . 
En los ú ltimos añ os se h an desc rito algu nos trabaj os q u e pretenden ex plic ar los proc esos 
bioq u í mic os q u e su byac en du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento. De este 
modo, se sabe q u e du rante este f enómeno se produ c e u n inc remento en la sí ntesis de 
c arotenoides q u e está  relac ionada c on la variac ión de c olor q u e ex perimentan dic h os 
f ru tos (Davies et al., 1 9 7 0 ; Hornero-M é ndez  et al., 2 0 0 0 ; How ard et al., 2 0 0 0 ; T h oru p et al., 
2 0 0 0 ).  Ademá s, este au mento en la sí ntesis de c arotenoides du rante la madu rac ión de los 
f ru tos, se tradu c e en u na transf ormac ión estru c tu ral de c loroplastos en c romoplastos 
(Almela et al., 1 9 9 6; B ou vier et al., 1 9 9 8 ; J osse et al., 2 0 0 0 ; P é rez -G á lvez  &  M í ngu ez -
M osq u era, 2 0 0 1 ). En c loroplastos, los c arotenoides se asoc ian a las membranas c elu lares, 
pero en c romoplastos el ex c eso de c arotenoides provoc a u na ac u mu lac ión de é stos dentro 
de su bestru c tu ras plastí dic as (How ard et al., 2 0 0 0 ). De h ec h o, el 9 5 %  de los c arotenoides 
se ac u mu lan en los c romoplastos en f orma de f ibrillas de natu ralez a lipoproteic a, c u ya 
f ormac ión está  f avorec ida por el AB A (How ard et al., 2 0 0 0 ). La desintegrac ión granal e 
intergranal de los c loroplastos es la f u ente de dic h o sistema retic u lar de f ilamentos y esta 
desorganiz ac ión lleva a la lisis f inal de los granas c on u n au mento paralelo de 
plastoglobu linas (Almela et al., 1 9 9 6). Du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento, 
tambié n se observó u n au mento en la ac tividad de algu nas enz imas relac ionadas c on la 
c ataboliz ac ión de c lorof ila (Almela et al., 1 9 9 6; Rodoni et al., 1 9 9 7 ). Este f enómeno 
tambié n f u e detec tado du rante la senesc enc ia y madu rac ión de h oj as y f ru tos (Almela et 
al., 1 9 9 6). La degradac ión de c lorof ila du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento 
(Z iegler et al., 1 9 8 3; C á mara et al., 1 9 9 5 ) provoc a la desorganiz ac ión del aparato 
f otosinté tic o, y por tanto, la inc apac idad de este mec anismo para la sí ntesis de AT P  y 
N ADP H, nec esario para la f ij ac ión de C O2 y la sí ntesis de almidón (T h om et al., 1 9 9 8 ). P or 
ello, la glic olisis y la ru ta de las pentosas f osf ato parec en j u gar u n papel importante en la 
generac ión del poder redu c tor nec esario para los proc esos bioq u í mic os q u e ac ompañ an a 
la transf ormac ión de c loroplastos en c romoplastos (T h om &  N eu h au s, 1 9 9 5 ; T h om et al., 
1 9 9 8 ).  

Los c ambios bioq u í mic os q u e se produ c en du rante la madu rac ión de los f ru tos de 
pimiento parec en estar ac ompañ ados de inc rementos en la sí ntesis de α-toc of erol 
(vitamina E), f lavonoides, eq u ivalentes redu c tores solu bles y á c idos f enólic os (C á mara et 
al., 1 9 8 2 ; How ard et al., 2 0 0 0 ). P or otro lado, se h an desc rito alterac iones en el c ontenido 
de c apsaic ina, lignina (Estrada et al., 2 0 0 0 ) y poliaminas (P h elps &  M c donald, 1 9 9 0 ). Los 
f ru tos f resc os de pimiento son tambié n f u entes ric as de á c ido asc órbic o (How ard et al., 
1 9 9 4).  

A pesar de toda esta inf ormac ión poc o se sabe aú n del c omportamiento de los 
antiox idantes enz imá tic os du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento. En trabaj os 
llevados a c abo en las pasadas dé c adas se observó u n inc remento en la ac tividad AP X  y 
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SOD plastidial (Sc h antz  et al., 1 9 9 5 ), posiblemente, en respu esta al au mento en la 
produ c c ión de radic ales su peróx ido en dic h o orgá nu lo (Livne &  G epstein, 1 9 8 8 ; Simonne 
et al., 1 9 9 7 ). Ademá s, du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento, se detec tó u n 
au mento en la ac tividad c isteí na sintasa, glu tation sintasa y glu tation redu c tasa (Romer et 
al., 1 9 9 2 ), lo q u e nos indic a q u e el glu tation tambié n podrí a j u gar u n papel importante en 
este f enómeno. Este c ontex to nos h a servido de plataf orma para af rontar el estu dio de los 
antiox idantes enz imá tic os de f ru tos de distintas variedades de pimiento du rante la 
madu rac ión de é stos.  

En esta M emoria Doc toral se analiz ó la ac tividad de algu nas enz imas 
antiox idantes c omo la C AT , SOD, AP X  y G R en f ru tos de pimiento de distintas variedades 
(V ergasa, B iela, Lodosa y B ierz o) en dos estados de madu rac ión a lo largo del periodo de 
c osec h a (oc tu bre-f ebrero). T ambié n, se llevó a c abo el estu dio de la ac tividad de algu nas 
enz imas desh idrogenasas generadoras de N ADP H (G 6P DH, 6P G DH, N ADP -I C DH y 
enz ima má lic o). F inalmente, se analiz ó la ac tividad enz imá tic a de la G alLDH, enz ima 
implic ada en la ú ltima reac c ión de la ru ta de sí ntesis de asc orbato, ya q u e dic h a enz ima 
parec e ser u no de los princ ipales pu ntos de regu lac ión en dic h a ru ta.  
 La mayor ac tividad SOD du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento 
analiz ados podrí a estar relac ionado c on u n au mento en la generac ión de O2· du rante 
dic h o proc eso y c onsigu ientemente de H2O2, al ser produ c to de la reac c ión de la SOD. Los 
princ ipales sistemas enc argados de eliminar dic h o peróx ido de h idrógeno son la C AT  y el 
c ic lo asc orbato-glu tation. En las c u atro variedades analiz adas, la ac tividad C AT  
disminu yó de manera general c on la madu rac ión del f ru to, al igu al q u e ya se h abí a 
observado en el estu dio de dic h a enz ima a nivel perox isomal (M ateos et al., 2 0 0 3). Este 
c omportamiento f u e similar al observado du rante la senesc enc ia de h oj as de gu isante 
(P astori &  del Rí o, 1 9 9 7 ), lo q u e de algu na manera c onc u erda c on c onsiderar la 
madu rac ión c omo u na modalidad de senesc enc ia. A su  vez , la ac tividad AP X , 
c omponente del c ic lo asc orbato-glu tation y direc tamente relac ionada c on la eliminac ión 
de H2O2, no parec e af ec tarse de f orma generaliz ada du rante la madu rac ión de los f ru tos 
de pimiento, ya q u e mu estra c omportamientos c ontrarios. Esta situ ac ión podrí a estar 
provoc ando u na ac u mu lac ión de H2O2 en los f ru tos madu ros. Dado q u e é stos no 
mostraban sí ntomas de dañ o ox idativo, el H2O2 ac u mu lado en los mismos podrí a estar 
ac tu ando c omo molé c u la señ al de los proc esos de madu rac ión.  

Las c é lu las vegetales produ c en ROS, espec ialmente el H2O2 y el O2·, c omo 
mensaj eros sec u ndarios en la transdu c c ión de señ ales en mu c h os proc esos asoc iados c on 
el c rec imiento y desarrollo de las plantas c omo la mitosis, tropismos y mu erte c elu lar 
(Sc h roeder et al., 2 0 0 1 a; 2 0 0 1 b; F oreman et al., 2 0 0 3; del Rí o et al., 2 0 0 3b; F oyer &  N oc tor, 
2 0 0 5 ; Z immerman &  Z entgraf , 2 0 0 5 ). El H2O2 está  implic ado en las c asc adas de 
señ aliz ac ión y en el c ontrol de la ex presión de genes (W illek ens et al., 1 9 9 7 ). P or otro lado, 
la interac c ión entre el H2O2 y el AB A c ontrola la apertu ra de estomas y, ambos, regu lan la 
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f u nc ión de los c anales de C a2+ (P ei et al., 2 0 0 0 ). Ademá s, u na de las princ ipales ví as por las 
q u e las plantas transmiten inf ormac ión de las variac iones medioambientales es por medio 
de la produ c c ión de su peróx ido a nivel de la membrana plasmá tic a (Dok e et al., 1 9 9 6). 
Este mec anismo de ac c ión de las ROS no es c onsiderado por algu nos au tores c omo u n 
estré s ox idativo, sino má s bien c omo u n mec anismo de def ensa de la planta 
gené tic amente programada f rente a situ ac iones adversas (F oyer &  N oc tor, 2 0 0 5 ). 

La c onc entrac ión y estado redox  del glu tation en la c é lu la está  regu lada por u n 
mec anismo c omplej o en el q u e está n implic ados la biosí ntesis, u tiliz ac ión, degradac ión, 
ox idac ión/ redu c c ión, y transporte de este tripé ptido (N oc tor et al., 2 0 0 2 a). El estado redox  
del glu tation su ele ser c onstante en la c é lu la, salvo en situ ac iones provoc adas por u n 
estré s ox idativo ex tremo q u e lleva a la ox idac ión del glu tation h asta su  f orma ox idada 
G SSG . En plantas ex pu estas a oz ono, ataq u e por patógenos o def ic itarias en la ac tividad 
C AT , la ox idac ión del glu tation va ac ompañ ada de u n au mento en la c onc entrac ión total 
de é ste (G u pta et al., 1 9 9 1 ; W illek ens et al., 1 9 9 7 ; V anac k er et al., 2 0 0 0 ; N oc tor et al., 
2 0 0 2 b). Sin embargo, en estré s por seq u í a la ox idac ión del glu tation no siempre está  
prec edida de inc rementos en la c onc entrac ión del glu tation total (Smirnof f , 1 9 9 3). Au nq u e 
el estado redox  del glu tation depende del balanc e entre proc esos ox idativos y la ac tividad 
G R in v iv o , dic h a ac tividad ref lej a en algu nos c asos tanto la aportac ión redu c tora del 
glu tation c omo la c apac idad enz imá tic a potenc ial de é sta (N oc tor et al., 2 0 0 2 a). Du rante la 
madu rac ión de los f ru tos de pimiento, la ac tividad G R au mentó prá c tic amente en todas 
las variedades de pimiento analiz adas. Este ef ec to tambié n f u e observado du rante el 
almac enamiento de los f ru tos a 2 0 º C  du rante 7  y 9  dí as (J imé nez  et al., 2 0 0 3). Ello nos 
indic a q u e du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento se mantu vo u n rec ic laj e 
c ontinu o del G SH, au nq u e é ste no f u era u tiliz ado por el c ic lo asc orbato-glu tation en 
algu nas variedades, c omo se pu edes desprender del aná lisis de la ac tividad AP X , enz ima 
inic ial del c ic lo. 

 P or otro lado, la c onc entrac ión de glu tation total desc endió en los ex trac tos c ru dos 
de f ru tos de pimiento roj os c on respec to a los de f ru tos verdes (T abla 4.1 ), lo q u e nos h ac e 
pensar q u e el glu tation está  interviniendo en la c asc ada de señ aliz ac ión del proc eso de 
madu rac ión o se está  derivando h ac ia otras ru tas metabólic as. De h ec h o, el glu tation es u n 
metabolito mu y abu ndante en plantas, donde tiene importantes y diversas f u nc iones 
(N oc tor &  F oyer, 1 9 9 8 ), intervieniendo en la transdu c c ión de señ ales (N oc tor et al., 2 0 0 2 a; 
G ómez  et al., 2 0 0 4), en los mec anismos de def ensa c elu lar y en el metabolismo del az u f re 
(N oc tor et al., 2 0 0 2 a). El G SH es nec esario para el mantenimiento de la f orma ac tiva de 
algu nas proteí nas, ya q u e así  se previene la f ormac ión de pu entes disu lf u ros mix tos q u e 
generan la inac tivac ión o agregac ión de é stas. Así , el G SH interviene manteniendo el 
estado redox , c reando u na barrera entre los residu os de c isteina de las proteí nas y las ROS 
(F oyer &  N oc tor, 2 0 0 5 ). La ac tivac ión de la sí ntesis de G SH o su  ac u mu lac ión es u n 
sí ntoma de u na mayor ox idac ión del c itosol (F oyer &  N oc tor, 2 0 0 5 ). Du rante la 
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madu rac ión de los f ru tos de pimiento se detec tó u n inc remento de la ac tividad c isteí na 
sintasa, enz ima relac ionada c on la sí ntesis de glu tation. Este h ec h o está  relac ionado 
ademá s c on la sí ntesis ac tiva del potenc ial antiox idante y de modu larores redox  llevada a 
c abo du rante la ya c omentada transf ormac ión de c loroplastos en c romoplastos (Romer et 
al., 1 9 9 2 ). En resu men, podrí a af irmarse q u e en nu estro c aso, serí a f u ndamental la 
presenc ia de u n sistema de regenerac ión de glu tation redu c ido du rante la madu rac ión del 
f ru to de pimiento. 

P or otro lado, se observó u na mayor c apac idad de sí ntesis de asc orbato du rante la 
madu rac ión de los f ru tos de pimiento de las variedades estu diadas, dada la mayor 
ac tividad G alLDH detec tada en dic h os f ru tos, si bien los datos presentados sobre 
c ontenido de asc orbato en f ru tos verdes y roj os no mostrasen dif erenc ias (T abla 4.1 .). 
Segú n este dato, 60  g de pimiento aportarí an la c antidad diaria rec omendada de vitamina 
C  (60  mg). La au senc ia de dif erenc ias signif ic ativas entre los niveles de asc orbato de los 
ex trac tos analiz ados c onc u erda c on otros resu ltados desc ritos anteriormente para f ru tos 
de pimiento de distinta c olorac ión y variedades (Simonne et al., 1 9 9 7 ; How ard et al., 
2 0 0 0 ). 

P or el c ontrario, otros au tores h an detec tado u n inc remento en el c ontenido de 
asc orbato du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento (How ard et al., 2 0 0 0 ; Estrada 
et al., 2 0 0 0 ; M artí nez  et al., 2 0 0 5 ). Estu dios previos llevados a c abo c on pimientos 
morrones “ F resno de la V era”  demostraron q u e los f ru tos de pimiento verdes, 
almac enados a 2 0 º C  du rante 1 0  dí as, llegaban a alc anz ar los niveles de vitamina C  
presentes en los f ru tos de pimiento roj os direc tamente rec ogidos de la planta (M artí nez  et 
al., 2 0 0 5 ). Sin embargo, los f ru tos roj os almac enados a 2 0 º C  perdí an u n 2 5 %  de su  
c ontenido en asc orbato. P or otro lado, du rante la ref rigerac ión de los f ru tos de pimiento a 
4º C  no se observaron dif erenc ias signif ic ativas en el c ontenido de asc orbato, ex c epto en 
los f ru tos roj os, los c u ales mostraron pé rdidas de u n 1 5 %  (M artí nez  et al., 2 0 0 5 ). Esto 
podrí a ex plic ar el q u e algu nos au tores detec taran los mismos niveles de asc orbato en 
f ru tos verdes y roj os (Simonne et al., 1 9 9 7 ; How ard et al., 2 0 0 0 ; Deepa et al., 2 0 0 5 ). En base 
a todo ello, dedu c imos q u e este pará metro no presenta u n c omportamiento generaliz ado 
du rante la transic ión del f ru to verde al roj o, sino q u e ello parec e depender de la variedad, 
del tipo de c u ltivo, las c ondic iones meteorológic as y la temporada de produ c c ión  
(M ark u s et al., 1 9 9 9 ). 

Los valores de asc orbato obtenidos en nu estro c aso está n en el rango de los 
desc ritos por otros au tores (How ard et al., 2 0 0 0 ) y mayores a los detec tados en u na gran 
variedad de f ru tas y verdu ras (f resas, u va, c alabaz a roj a, c alabaz a verde, espinac a, bróc oli 
y tomate, entre otros), c u yo rango esta c omprendido entre 2 -61  mg/ 1 0 0  g de peso f resc o 
(P roteggente et al., 2 0 0 2 ). Sin embargo, c u ando se midió la c apac idad antiox idante total en 
eq u ivalentes T rolox , los pimientos roj os mostraron menor c ontenido en asc orbato q u e la 
espinac a y el bróc oli, pero mayor q u e la c alabaz a (Sof ic  et al., 1 9 9 6). N o obstante, la 
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c apac idad antiox idante total inc lu ye otras molé c u las c omo c arotenoides y f lavonoides q u e 
no f u eron determinados en este estu dio. 

En nu estro c aso, el asc orbato, podrí a estar ac tu ando j u nto al glu tation y H2O2, en la 
señ aliz ac ión molec u lar del proc eso de madu rac ión de los f ru tos de pimiento. De h ec h o, 
c ada vez  ex isten má s evidenc ias q u e apu ntan h ac ia la importanc ia del asc orbato en 
biologí a vegetal, c on f u nc iones en la sí ntesis de h ormonas, la ex presión gé nic a, la división 
y el c rec imiento c elu lar, y la mu erte c elu lar programada o apoptosis (P u ppo et al 2 0 0 5 ; 
V anac k er et al. 2 0 0 6). 

Su mando la ac tividad enz imá tic a de las N ADP -desh idrogenasas (G 6P DH, 
6P G DH, I C DH y enz ima má lic o) se determinó la aportac ión teóric a de estas enz imas al 
N ADP H total de la c é lu la. De este modo, se observó q u e el c ontenido de N ADP H total 
au mentaba en f ru tos madu ros respec to a verdes en las variedades V ergasa, B iela y 
Lodosa, lo q u e c ontribu irí a al mantenimiento del estado redox  c elu lar du rante la 
madu rac ión de estas variedades  

Aparte de otras ru tas, el N ADP H es u tiliz ado para la regenerac ión del asc orbato 
por la M DAR y del G SH mediante la enz ima G R, lo q u e c omplementarí a la f u nc ión del 
glu tation en la madu rac ión del f ru to, segú n se indic ó anteriormente. P or otro lado, el 
N ADP H podrí a ser empleado por las N ADP H ox idasas de la membrana plasmá tic a de las 
c é lu las vegetales. Estas N ADP H ox idasas c ontrolan el desarrollo de la planta produ c iendo 
ROS, las c u ales regu lan la ex pansión de las c é lu las de la planta a travé s de la ac tivac ión de 
c anales de C a2+ (F oreman et al., 2 0 0 3). Estas proteí nas tienen u na región c itoplasmá tic a de 
aprox imadamente 30 0  residu os q u e está  relac ionada c on los ef ec tos regu ladores de los 
iones C a2+ (F oreman et al., 2 0 0 3). El N ADP H u tiliz ado por esta proteí na es princ ipalmente 
aportado, en presenc ia de lu z , por la c adena de transporte elec trónic o del c loroplasto, 
mientras q u e en osc u ridad, parec e q u e son la G 6P DH y la EM  las enc argadas de aportar el 
N ADP H nec esario (F oyer et al., 1 9 9 7 ). En c iertas situ ac iones de estré s, princ ipalmente 
ataq u e por patógenos, se h a observado u na ac tivac ión de dic h a ac tividad N ADP H 
ox idasa. Ello genera u n au mento en la liberac ión de radic al su peróx ido al medio q u e 
rá pidamente es desproporc ionado a H2O2, q u e es liberado e interviene en la transdu c c ión 
de señ ales (M ori &  Sc h roeder, 2 0 0 4). En nu estro material vegetal, en el q u e h ay u na 
desaparic ión del aparato f otosinté tic o por la c onversión de c loroplastos en c romoplastos 
la N ADP H ox idasa podrí a ser u no de los mec anismos implic ados en la madu rac ión de los 
f ru tos de pimiento, si bien, h asta la f ec h a, no tenemos evidenc ias direc tas de q u e esto 
tenga lu gar.  

En general, tanto las ROS c omo el glu tation, el asc orbato y los niveles de N ADP H 
pu eden tomar parte en los proc esos de señ aliz ac ión q u e tienen lu gar du rante la 
madu rac ión del f ru to de pimiento (F ig. 5 .2 ). De h ec h o, el desarrollo y el c rec imiento de las 
plantas está n dirigidos por reac c iones de transf erenc ia elec trónic a, en las q u e el G SH, el 
asc orbato y el N AD(P )H son c ompu estos c laves de la f ase solu ble de la c é lu la para 
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interac c ionar c on las espec ies de ox í geno reac tivo. El N ADP H, el glu tation y el asc orbato 
ac tu arí an c omo pares (f ormas redu c idas y ox idadas) de manera global, o bien 
independientemente de f orma sec u enc ial para modu lar el estado redox  de la c é lu la y para 
transmitir la inf ormac ión espec í f ic a q u e regu la las ru tas de señ aliz ac ión (N oc tor, 2 0 0 6). A 
ello h ay q u e su mar otras posibles interac c iones entre la ru ta de biosí ntesis del asc orbato y 
la ru ta de las pentosas f osf ato, proveedora de N ADP H, pu esto q u e ambas ví as c omparten 
en su  inic io el mismo metabolito, la glu c osa-6-f osf ato. De h ec h o, en estu dios rec ientes se 
h a observado q u e tanto el asc orbato c omo la L-galac tono-g-lac tona desh idrogenasa, 
enz ima q u e sintetiz a la vitamina C , estimu laban la ac tividad de la glu c osa-6-f osf ato 
desh idrogenasa c itosólic a en c é lu las de raiz  de A l l ium ce pa L. (C órdoba-P edregosa et al., 
2 0 0 5 ). 

En su ma, la madu rac ión del f ru to de pimiento es u n proc eso de dif erenc iac ión q u e 
va ac ompañ ada de u na serie de su c esos en los q u e se desarrolla u n inc remento en la 
produ c c ión de ROS. C omo c onsec u enc ia, la c é lu la indu c e su s sistemas antiox idantes c omo 
respu esta f rente a las c ondic iones pro-ox idantes q u e se generan. En dic h as c irc u nstanc ias, 
las c é lu las q u e son c apac es de mitigar los ef ec tos noc ivos de los ROS se dif erenc ian; en 
c aso c ontrario, las c é lu las mu eren (Sau er et al., 2 0 0 1 ; Ogaw a, 2 0 0 5 ; P u c eat, 2 0 0 5 ). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
5.3. F U N C I Ó N  D E  L O S  P E R O X I S O M A S  E N  L A  M A D U R A C I Ó N  D E  F R U T O  
D E  P I M I E N T O . 
En esta T esis Doc toral se investigó tambié n la partic ipac ión de los perox isomas en la 
madu rac ión de los f ru tos de pimiento. En ella se desarrolló por primera vez  la 
pu rif ic ac ión y c arac teriz ac ión de perox isomas de f ru tos de u na planta su perior. P ara ello 
se tu vo q u e adaptar el mé todo de López -Hu ertas et al. (1 9 9 5 ) desc rito para la pu rif ic ac ión 
de perox isomas de h oj as de gu isante, al aislamiento de perox isomas de f ru to de pimiento. 

NADPHNADPH

AS CAS C

R O SR O S

G S HG S H

NADPHNADPH

AS CAS C

R O SR O S

G S HG S H

Fig. 5.2. Modelo que representa la posible implicación de las especies de ox ígeno reactiv o ( R O S ) ,  los niv eles de 
N A D P H ,  el glutation reducido ( G S H )  y   el ascorbato ( A S C )  en los procesos de señaliz ación que tienen lugar 
durante la maduración del f ruto de pimiento.
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Entre los c ambios realiz ados h ay q u e destac ar:  (i) aj u ste de la c onc entrac ión de sac arosa 
del medio de ex trac c ión, inc rementá ndose a 1 ,2  M . De este modo, se c ontrarrestaba la 
dilu c ión de los reac tivos del medio por el gran c ontenido ac u oso de los f ru tos, lo q u e 
dañ arí a la dé bil estru c tu ra de dic h os orgá nu los por u n c h oq u e osmótic o; (ii) redu c c ión de 
la veloc idad de tritu rac ión del f ru to en el h omogeniz ador Omnimix er, siendo é sta má s 
su ave q u e en el aislamiento de perox isomas de gu isantes; (iii) inc u bac ión de 30  minu tos 
en bañ o de h ielo del ex trac to obtenido.  
 P or otro lado, dado q u e esta f u e la primera vez  q u e se pu rif ic aron perox isomas de 
los f ru tos de pimiento, se llevó a c abo u na c arac teriz ac ión c ompleta del gradiente de 
densidad de sac arosa obtenido. La f rac c ión perox isomal se situ aba a u na densidad de 
eq u ilibrio media de 1 ,2 4 g ·  c m3. Similar a lo desc rito para los perox isomas de h oj as de 
gu isante y c arac terí stic o de estos orgá nu los (López -Hu ertas et al., 1 9 9 5 ).  
 U na propiedad tí pic a de los perox isomas es su  plastic idad metabólic a debido a 
q u e su  c ontenido enz imá tic o varí a dependiendo del organismo, tipo de c é lu la o tej ido y 
de las c ondic iones medioambientales en las q u e se enc u entre (M u llen &  T release, 1 9 9 6; 
C orpas et al., 2 0 0 1 ; del Rí o et al., 2 0 0 2 a). C omo ej emplo tenemos la transf ormac ión de los 
gliox isomas en perox isomas de h oj as en presenc ia de la lu z  (Hu ang et al., 1 9 8 3; M asters &  
C rane, 1 9 9 5 ; M u llen &  T release, 1 9 9 6) o la transic ión inversa de los perox isomas de h oj as 
en gliox isomas du rante la senesc enc ia o en situ ac iones de estré s provoc ado por c admio 
(Landolt &  M atile, 1 9 9 0 ; P astori &  del Rí o, 1 9 9 4; N ish imu ra et al., 1 9 9 6; del Rí o et al., 
1 9 9 8 b; M c C arth y et al., 2 0 0 1 ).  

En lo q u e respec ta a la estru c tu ra de los perox isomas de f ru tos de pimiento verdes 
y roj os, no se observaron dif erenc ias signif ic ativas entre ambos tipos de perox isomas. 
Habrí a q u e destac ar la notable presenc ia de perox isomas c on c u erpos c ristalinos de 
tamañ os y f ormas variables en ambos tipos de f ru tos.  
 M ediante la té c nic a de mic rosc opia elec trónic a de transmisión se detec tó u na 
notable transf ormac ión de los c loroplastos de f ru tos verdes en c romoplastos de f ru tos 
roj os. Estos c ambios morf ológic os, c omo se c omentó anteriormente, parec en ir 
ac ompañ ados de variac iones a nivel bioq u í mic o, c omo u n au mento en la sí ntesis de 
c arotenoides y degradac ión de c lorof ila, lo q u e podrí a ex plic ar el c ambio de c olor de 
dic h os f ru tos de pimiento du rante la madu rac ión (B ramley, 1 9 9 7 ; B ou vier et al., 1 9 9 8 ; 
J osee et al., 2 0 0 0 ). Esta pec u liaridad de la poblac ión plastí dic a c oinc ide c on otros estu dios 
anteriores sobre la f ormac ión de c romoplastos en pimiento y otras espec ies vegetales 
(Lj u besic  et al., 1 9 9 1 ; C á mara et al., 1 9 9 5 ; Hu gu eney et al., 1 9 9 5 ). El proc eso de 
dif erenc iac ión de los c romoplastos implic a el desmantelamiento de las ru tas f otosinté tic as 
de los c loroplastos y la sí ntesis de nu evas enz imas, c arac terí stic as del pimiento roj o, 
inc lu idas aq u ellas q u e son responsables de la biosí ntesis de los c arotenoides espec í f ic os de 
los c romoplastos (B ou vier et al., 1 9 9 8 ). 

Los perox isomas de f ru tos de pimiento mostraban dif erenc ias metabólic as 
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dependiendo de q u e el f ru to f u era verde o estu viera madu ro. Los perox isomas de f ru tos 
roj os c arec en de ac tividad HP R y G OX , lo q u e indic a u na ru ptu ra del aparato f otosinté tic o 
y ru tas asoc iadas produ c idas por la c onversión de c loroplastos en c romoplastos y u na 
importante transf ormac ión de los perox isomas a nivel bioq u í mic o. A su  vez , se observó 
u na ac tividad limitada de la β-ox idac ión de á c idos grasos en los perox isomas de f ru tos de 
pimiento roj os provoc ada por u na disminu c ión en la ac tividad AC OX  y u na alterac ión del 
c ic lo del gliox ilato, c u ya ac tividad es menor nu evamente en los perox isomas de f ru tos 
roj os. Estos resu ltados su gieren q u e el ef ec to de la madu rac ión en los perox isomas de 
f ru tos de pimiento es distinto al desarrollado por la senesc enc ia f oliar, donde los 
perox isomas de h oj as se transf orman en gliox isomas c on u na marc ada ac tividad de la β-
ox idac ión de á c idos grasos y del c ic lo del gliox ilato para la generac ión de az ú c ares a partir 
de reservas de lí pidos (P astori &  del Rí o, 1 9 9 7 ). De h ec h o h abrí a q u e destac ar la 
partic u laridad de los perox isomas de f ru tos de pimiento, ya q u e sobre todo en verdes 
c oex isten las enz imas de la f otorrespirac ión y del c ic lo del gliox ilato, ru tas q u e parec í an 
inc ompatibles en orgá nu los en el mismo estado metabólic o. La presenc ia simu ltá nea de 
estas ru tas en los perox isomas de f ru tos de pimiento h ac e de ellas u n bu en modelo para 
estu diar la transic ión de perox isomas en gliox isomas. 

Au nq u e la ac tividad tiolasa (enz ima q u e c ataliz a la ú ltima etapa de la β-ox idac ión 
perox isomal; B ak er et al., 2 0 0 6) y su  c ontenido proteic o eran similares en f ru tos verdes y 
roj os, parac e q u e esta ru ta no es f u nc ional de f orma igu al en ambos f ru tos. De h ec h o, la 
ac tividad de la AC OX , la primera enz ima de la ru ta, es má s baj a en los pimientos roj os, lo 
q u e podrí a estar limitando la ru ta de la β-ox idac ión en estos f ru tos. É ste pu ede ser u n 
pu nto de regu lac ión del metabolismo de á c idos grasos en perox isomas de los f ru tos roj os, 
lo q u e ex plic arí a el mayor c ontenido de c u erpos lipí dic os observado por mic rosc opí a 
elec trónic a en estos f ru tos. La menor ac tividad de las enz imas del c ic lo del gliox ilato en 
los f ru tos roj os se podrí a ex plic ar por la baj a β-ox idac ión de á c idos grasos, ya q u e esta 
ru ta proporc iona el ac etil-C oA nec esario para la ac tividad malato sintasa. 
 C on respec to al metabolismo relac ionado c on ROS en los perox isomas de f ru tos de 
pimiento c abrí a destac ar q u e la menor ac tividad de la G OX  y la AC OX  en f ru tos roj os 
su pondrí an u nos niveles menores de H2O2 en los perox isomas de estos f ru tos. P or otro 
lado, a pesar de la au senc ia de ac tividad N ADP +-isoc itrato desh idrogenasa en los f ru tos 
roj os, los niveles de N ADP  proporc ionados por la G 6P DH y la 6P G DH podrí an ser 
su f ic ientes para proveer a estos orgá nu los de poder redu c tor. P or tanto,  la presenc ia de 
las desh idrogenasas de la ru ta de las pentosas f osf ato representa u n sistema antiox idante 
ef ic iente de rec ic laj e del N ADP H para su  posterior u tiliz ac ión en el metabolismo 
perox isomal, espec ialmente en el c ic lo asc orbato-glu tation, lo q u e c ontribu irí a a disminu ir 
la c onc entrac ión de peróx ido de h idrógeno en la c é lu la. 
 La presenc ia de x antina ox idasa y su peróx ido dismu tasa en los perox isomas de 
f ru tos de pimiento c onf irma q u e, de manera general, estas enz imas f orman parte del 
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metabolismo de estos orgá nu los en c é lu las vegetales, independientemente de la espec ie y 
del tipo de tej ido analiz ado. La isoenz ima de la SOD detec tada en este estu dio 
c orresponde a u na M n-SOD, al igu al q u e las desc ritas anteriormente en otras espec ies 
vegetales (del Rí o et al., 2 0 0 2 a). Ademá s el tamañ o de la su bu nidad de esta isoenz ima (2 7  
k Da) es el c arac terí stic o de las M n-SODs vegetales (P alma et al., 1 9 9 8 ). 

Los resu ltados de ac tividad X OD y SOD su gieren q u e los niveles de radic ales O2·- 
en los perox isomas son mayores en los f ru tos roj os q u e en los verdes. P or tanto, esta ROS 
podrí a tener u na f u nc ión en la madu rac ión de los f ru tos de pimiento, de manera q u e la 
SOD ac tu arí a modu lando la c onc entrac ión de su peróx ido. De h ec h o, se h a propu esto q u e 
los ROS regu lan la biosí ntesis de c arotenoides en pimiento. Se h a observado q u e las ROS 
son potentes indu c tores de la ex presión de los RN Am de genes c arotenogé nic os du rante 
el desarrollo de c romoplastos (B ou vier et al., 1 9 9 8 ) y la dif erenc iac ión de los plastos en 
general (V anyu sh in et al., 2 0 0 4). Esto c onf irma la h ipótesis de q u e las ROS está n 
implic adas en los mec anismos de señ aliz ac ión ox idativa du rante la madu rac ión del f ru to 
de pimiento. 

En la F igu ra 5 .3 se mu estra u n modelo del posible f u nc ionamiento del 
metabolismo ox idativo presente en perox isomas de f ru tos de pimiento. En é l aparec en 
indic adas las posibles interac c iones entre los sistemas de produ c c ión y eliminac ión de 
ROS. 

En estu dios previos, se h a desc rito u na ac tivac ión de la biogé nesis de perox isomas 
por ac c ión del H2O2 (López -Hu ertas et al., 2 0 0 0 ). P or otro lado, en otras situ ac iones de 
estré s ox idativo c omo el generado por la senesc enc ia y el tratamiento c on altas 
c onc entrac iones de C d provoc an u n au mento en el nú mero de perox isomas (P astori &  del 
Rí o, 1 9 9 7 ; M c C arth y et al., 2 0 0 1 ).  P or el c ontrario nu estros datos no parec en mostrar 
c ambios importantes en la poblac ión perox isomal du rante la madu rac ión de los f ru tos de 
pimiento. 

T ambié n se determinó la c onc entrac ión de asc orbato y glu tation total en los 
ex trac tos c ru dos y perox isomas de ambos tipos de f ru tos, verdes y roj os. Au nq u e los 
niveles de glu tation a nivel perox isomal f u eron similares en ambos tipos de f ru tos, los 
niveles de asc orbato son u nas 3 vec es mayores en perox isomas de f ru tos verdes q u e en los 
de f ru tos roj os. P or lo tanto, la c ontribu c ión de los perox isomas al c ontenido de asc orbato, 
au nq u e poc o en c omparac ión c on el c ontenido de asc orbato en ex trac tos c ru dos, podrí a 
ser signif ic ativa, c onsiderando la c antidad de vitamina C  q u e los f ru tos de pimiento 
aportan a la dieta h u mana. Sin embargo, estos niveles son má s propios de proc esos q u e 
impliq u en transdu c c ión de señ ales, por lo q u e, a este nivel, los perox isomas 
desempeñ arí an u n papel importante en la señ aliz ac ión molec u lar du rante la madu rac ión 
del f ru to, y c onstitu irí an el esq u ema general indic ado anteriormente.  
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5.4. L O S  A N T I O X I D A N T E S  C O M O  M A R C A D O R E S  D E  L A S  V A R I E D A D E S  D E  
P I M I E N T O  Y  D E  L A  R E S P U E S T A  F R E N T E  A  V A R I A C I O N E S  A M B I E N T A L E S . 

P ara desarrollar esta investigac ión se h an analiz ado la ac tividad y ex presión 
gé nic a, mediante P C R semic u antitativa de las enz imas c atalasa (C AT ), su peróx ido 
dismu tasa (SOD), asc orbato perox idasa (AP X ), glu tation redu c tasa (G R), galac tono-γ-
lac tona desh idrogenasa (G alLDH), glu c osa-6-f osf ato desh idrogenasa (G 6P DH), 6-
f osf oglu c onato desh idrogenasa (6P G DH), isoc itrato desh idrogenasa dependiente de 
N ADP  (I C DH) y enz ima má lic o (EM ). C omparando los resu ltados de ac tividad, c ontenido 
proteic o y de ex presión gé nic a, podrí amos dedu c ir q u e la regu lac ión de la de la mayorí a 
de ellas en las c ondic iones estac ionales estu diadas oc u rrí a, princ ipalmente, a nivel post-
transc ripc ional. N o obstante, en el c aso de la N ADP -I C DH, y c onsiderando la 
c orrespondenc ia entre los patrones de ac tividad y el c ontenido proteic o, obtenido por 
transf erenc ia de w estern empleando u n antic u erpo f rente a la enz ima de h oj as de 
gu isante, tambié n se podrí a pensar q u e h ay u na regu lac ión post-tradu c c ional. En 
c u alq u ier c aso, este aspec to de la regu lac ión está  aú n por estu diar. Hay q u e c onsiderar 
q u e las variedades de pimiento empleadas c orresponden a h í bridos mu y selec c ionados 
por la empresa Syngenta Seeds S.A. y, por tanto, poseen u na estabilidad gené tic a bastante 
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Fig. 5.3. Metabolismo de ROS en peroxisomas de frutos de pimiento. En peroxisomas de frutos rojos se detectó una 
menor activ idad de l a g l icol ato oxidasa ( G OX )  y  acil -C oA oxidasa ( A C OX ) ,  amb as g eneradoras de H 2O2 en estos 
org ánul os.  A  su v ez ,  l a catal asa ( C A T )  y  l a g l utation reductasa ( G R )  presentab an activ idad más b aja en l os frutos rojos 
q ue en v erdes.  L a reducida activ idad de l a G R  y  l a C A T  en peroxisomas de frutos de pimiento rojo podría suponer un 
aumento en el  contenido de H 2O2 en dich os frutos.  T amb ién se ob serv ó menor activ idad de l as desh idrog enasas
G 6P D H ,  6P G D H  e I C D H  en l os peroxisomas de frutos rojos respecto a l os de l os v erdes.  El l o supondría una menor 
producción de N A D P H ,  l o q ue podría ser el  factor l imitante del  cicl o ascorb ato-g l utation en l os peroxisomas de frutos 
rojos.  P or otro l ado,  se detectaron l os mismos niv el es de activ idad X OD  en l os peroxisomas de frutos v erdes y  rojos.  El l o 
indica q ue en amb os tipos de peroxisomas,  l a X OD  está g enerando niv el es simil ares de O2

· .  A l  ser l a activ idad S OD  
menor en l os peroxisomas de frutos rojos,  dich o radical  superóxido se estaría acumul ando más en l os frutos maduros 
q ue en l os v erdes.  Este aumento en l a g eneración de radical  superóxido en frutos rojos podría ser uno de l os factores 
q ue desencadenasen l os procesos de maduración del  fruto.  G OX ,  g l icol ato oxidasa;  A C OX ,  acil -C oA  oxidasa;  C A T ,  
catal asa;  X OD ,  xantina oxidasa;  M n-S OD ,  M n-superóxido dismutasa;  G R ,  g l utation reductasa;  G 6D H ,  g l ucosa-6-fosfato 
desh idrog enasa,  6P G D H ,  6-fosfog l uconato desh idrog enasa;  I C D H ,  N A D P -isocitrato desh idrog enasa.
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elevada. Esto h ac e q u e las posibles regu lac iones a nivel gé nic o se produ z c an en 
c ondic iones ex tremas, y no en las empleadas en nu estro diseñ o ex perimental. P ero, por 
otro lado, es c onveniente c onsiderar q u e no siempre es senc illo establec er u na c orrelac ión 
entre la ex presión gé nic a y la ac tividad enz imá tic a, sobre todo en los sistemas 
antiox idantes q u e nosotros h emos estu diado ya q u e, en la mayorí a de los c asos, estos 
sistemas enz imá tic os c onstan de varias isoenz imas c on c odif ic ac ión gé nic a y u bic ac ión 
c elu lar dif erentes. 

En u na investigac ión paralela a é sta, llevada a c abo en el C entro de Edaf ologí a y 
B iologí a Aplic ada del Segu ra (C SI C , M u rc ia), y enc u adrada dentro del mismo proyec to de 
investigac ión, se h an analiz ado los niveles de asc orbato (asc orbato má s 
desh idroasc orbato:  ASC  +  DHA), ac tividad antiox idante total (AAT ), perox idac ión 
lipí dic a (P L) y ox idac ión de proteí nas (gru pos c arbonilo; C O) (M ateos et al. 2 0 0 5 ; 2 0 0 6). 
Así  pu es, nu estros resu ltados son c omplementarios c on los del c entro de M u rc ia, y, en 
oc asiones, h aremos ref erenc ia a ellos a lo largo de este c apí tu lo. 

De todos los pará metros medioambientales analiz ados, la radiac ión lu mí nic a y la 
temperatu ra son los f ac tores q u e má s pu dieron af ec tar a los f ru tos analiz ados, ya q u e en 
los invernaderos donde f u eron c u ltivados se mantu vieron c onstantes otro tipo de 
pará metros c omo los niveles de C O2 y disponibilidad de agu a y nu trientes. En este trabaj o 
h emos observado q u e los f ru tos de pimiento sometidos a periodos má s largos de alta 
radiac ión lu mí nic a y temperatu ra (E0 3) presentaban mayor c ontenido en asc orbato 
redu c ido q u e los q u e c u aj aron y se desarrollaron en u n periodo má s f rí o y c on menor 
radiac ión lu mí nic a (F 0 3) (M ateos et al. 2 0 0 5 ; 2 0 0 6). Sin embargo, los niveles de asc orbato 
total (asc orbato +  desh idroasc orbato) se mantu vieron c onstantes en las dos c osec h as 
analiz adas. En F 0 3, se detec tó u n desc enso en la ac tividad G alLDH, por lo q u e dedu c imos 
q u e baj o estas c ondic iones medioambientales, la regu lac ión de los niveles de asc orbato 
implic a la redu c c ión de la sí ntesis de no v o  del asc orbato. C omo h a sido desc rito 
anteriormente por otros au tores (T abata et al., 2 0 0 2 ; P aterak i et al., 2 0 0 4), la G alLDH es 
su sc eptible a la lu z  y dic h a enz ima es má s ac tiva c u ando las c ondic iones lu minosas son 
altas, c omo oc u rre du rante E0 3. De h ec h o, dic h o desc enso en ac tividad G alLDH c oinc ide 
ademá s c on u na menor ex presión gé nic a de dic h a enz ima en las variedades Du lc e I taliano 
y G alileo. La mayor tasa de sí ntesis de asc orbato en E0 3 podrí a estar relac ionada c on u na 
mayor tasa f otosinté tic a en los f ru tos q u e estaban ex pu estos a intensidades de lu z  má s 
altas. Este h ec h o ya f u e anteriormente desc rito por otros au tores, q u e observaron q u e el 
c ontenido en á c ido asc órbic o se c orrelac ionaba c on la c apac idad f otosinté tic a de las h oj as 
de c ebada (Smirnof f  &  P allanc a, 1 9 9 6). A su  vez , el desc enso en asc orbato redu c ido 
du rante F 0 3 c oinc ide c on u n au mento en la ac tividad AP X  en dic h o periodo, sobre todo 
en V ergasa y B iela. P or el c ontrario, la ac tividad G R, q u e f orma parte del c ic lo asc orbato-
glu tation j u nto a la AP X , disminu ye en F 0 3 respec to a E0 3, lo q u e h ac e pensar en q u e má s 
q u e en el c ic lo, la AP X  podrí a ac tu ar regu lando el estado redox  del asc orbato. La menor 
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ac tividad G R c oinc ide a su  vez  c on u n desc enso en los niveles de N ADP H en F 0 3, q u e 
podrí an estar limitando dic h a ac tividad G R. Ademá s, u n desc enso en los niveles de 
N ADP H, c omo el observado en los f ru tos F 0 3, podrí a oc asionar u na redu c c ión en el 
f u nc ionamiento de la c adena de transporte elec trónic o mitoc ondrial (M oller, 2 0 0 1 ). Se 
podrí a ex plic ar así  el desc enso q u e ex perimenta la ac tividad G alLDH, relac ionada c on la 
c adena de transporte mitoc ondrial a nivel del c omplej o I I I  y I V  (B artoli et al., 2 0 0 0 ). La 
asoc iac ión de la G alLDH a la membrana mitoc ondrial interna y a la c adena de transporte 
elec trónic o de é sta (M u tsu da et al., 1 9 9 5 ; Siendones et al., 1 9 9 9 ; B artoli et al., 2 0 0 0 ), 
implic arí a u na menor u tiliz ac ión del asc orbato, c omo donador de elec trones a dic h o nivel. 
P or lo tanto, nu evamente observamos, q u e el estado redox  del asc orbato podrí a estar 
desempeñ ando u n papel importante du rante los proc esos de adaptac ión de los f ru tos de 
pimiento a las c ondic iones ambientales ex istentes du rante el desarrollo del f ru to en el 
periodo de tiempo analiz ado. 

Se aplic ó el paq u ete estadí stic o del aná lisis de c omponentes princ ipales (P C A, 
P r incipal  Co mpo ne nt s A nal y sis) a los resu ltados obtenidos en el estu dio de la c apac idad 
antiox idante de los f ru tos de pimiento de distintas variedades, sometidos a variac iones 
ambientales. Los pará metros analiz ados h an sido los desc ritos en esta M emoria Doc toral 
(C AT , SOD, AP X , G R, G alLDH, G 6P DH, 6P G DH, N ADP -I C DH, EM  y  N ADP H total), 
ademá s de los medidos en el C EB AS (C SI C ) de M u rc ia (P L, C O, AAT , ASC  y DHA) 
(M ateos et al., 2 0 0 6) (F ig. 5 .4). 
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Fig. 5.4. Anál is is  d e  c o m p o ne nt e s  p r inc ip a l e s  ( P C A)  e n f r u t o s  d e  d if e r e nt e s  v a r ie d a d e s  d e  p im ie nt o  s o m e t i d a s  a  
l a s  v a r i a c io ne s  a m b ie nt a l e s  e s t a b l e c e c id a s ( E 0 3  y  F0 3 )  ( M a t e o s  e t  a l .,  2 0 0 6 ) . Las variedades de fruto de pimiento 
util iz adas en este anál isis h an sido:  V erg asa ( V E R ) ,  B iel a ( B I E ) ,  G al il eo ( G A L)  y  D ul c e I tal iano ( D I T )  y  l os parámetros 
anal iz ados h an sido:  l a perox idac ión l ipídic a ( P L) ,  c onc entrac ión de asc orb ato ( A S C )  y  desh idroasc orb ato ( D H A ) ,  g rupos 
c arb onil o ( C = O ) ,  ac tividad antiox idante total  ( A A T )  y  l as ac tividades enz imátic as c atal asa ( C A T ) ,  superóx ido dismutasa 
( S O D ) ,  asc orb ato perox idasa ( A P X ) ,  g l utation reduc tasa ( G R ) ,  g l uc osa-6-fosfato desh idrog enasa ( G 6P D H ) ,  6-
fosfog l uc onato desh idrog enasa ( 6P G D H ) ,  N A D P -isoc itrato desh idrog enasa ( I C D H ) ,  enz ima mál ic o ( E M )  y  N A D P H  total .
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El P C A nos permite, mediante algoritmos, obtener u nos c omponentes princ ipales 
por los q u e se asigna u n valor a c ada u na de las rec ogidas (E0 3 y F 0 3) de las c u atro 
variedades (V ergasa, B iela, Du lc e italiano y G alileo) en f u nc ión  de los pará metros 
estu diados. En nu estro c aso, la aplic ac ión del P C A nos proporc ionó tres c omponentes q u e 
representaban el 8 3%  de la variabilidad total de las medidas ef ec tu adas. En la F ig. 5 .4 se 
mu estran los valores c alc u lados para c ada variedad en las dos c osec h as en base a los dos 
c omponentes princ ipales mayoritarios. U niendo los valores c orrespondientes a c ada 
variedad se obtiene u n vec tor c u yo tamañ o es indic ativo de la variabilidad q u e mu estra 
dic h a variedad c on respec to a los pará metros medidos en c ada c osec h a. B asá ndonos en 
esta distribu c ión de vec tores, se dedu j o q u e las variedades de pimiento q u e su f rí an má s 
variac ión y, por tanto, eran má s inestables a los c ambios ambientales, eran B iela y 
V ergasa, mientras q u e las má s estables a estas variac iones estac ionales eran Du lc e italiano 
y G alileo. 

Segú n el P C A, los pará metros de má s peso espec í f ic o para el c á lc u lo de su s 
respec tivos algoritmos f u eron la SOD, la AP X  y la P L en las variedades V ergasa y G alileo. 
B iela se c arac teriz ó por ser la variedad má s inestable f rente los c ambios ambientales, 
debido princ ipalmente a las variac iones detec tadas a nivel del N ADP H total, la I C DH, la 
6P G DH, la G alLDH, la EM , la G R, las proteí nas ox idadas y el c ontenido en asc orbato. P or 
el c ontrario, Du lc e I taliano f u e la variedad q u e mostró mayor estabilidad, debié ndose é sto 
a u na menor variabilidad en la mayorí a de su s pará metros. Esta dif erenc iac ión entre las 
c u atro variedades en base al metabolismo ox idativo de las mismas se c orresponde c on las 
c arac terí stic as de c ada u na de ellas. Así , es lógic o pensar q u e B iela al ser de madu rac ión 
má s c orta sea la q u e má s variabilidad presente en su  metabolismo. En el lado opu esto está  
Du lc e italiano q u e es de madu rac ión má s larga, lo q u e h ac e q u e su  metabolismo sea má s 
estable. En estas c irc u nstanc ias podemos c onsiderar a los sistemas antiox idantes 
estu diados c omo u nos bu enos marc adores de la variedad así  c omo de la respu esta f rente a 
los c ambios ambientales. 

En general, los pará metros má s sensibles a las variac iones ambientales 
(temperatu ra y radiac ión lu minosa  f u ndamentalmente) en los f ru tos de pimiento 
empleados f u eron la perox idac ión lipí dic a, las ac tividades desh idrogenasas dependientes 
de N ADP +, la G alLDH y la G R. C omo ya se h a visto en otras oc asiones a lo largo de esta 
M emoria Doc toral, el N ADP H es u n c omponente importante para el c ic lo asc orbato-
glu tation. Ademá s, la G R está  direc tamente relac ionada c on dic h o proc eso y c on el 
rec ic laj e del glu tation redu c ido. Y  c omo tambié n se h a c omentado anteriormente, la 
G alLDH está  implic ada en la sí ntesis de asc orbato. Esto nos lleva a pensar q u e en los 
mec anismos de adaptac ión de los f ru tos de pimiento a los c ambios estac ionales 
estu diados j u egan u n papel importante la c onc entrac ión y estado redox  del asc orbato y 
del glu tation. En nu estras c ondic iones, estos c ompu estos, ademá s de ac tu ar c omo 
potentes antiox idantes f rente a las c ondic iones c ambiantes, posiblemente partic ipan 
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tambié n en la transdu c c ión de señ ales c elu lares emitidas c omo respu esta a las variac iones 
ambientales.    
 
5.5. S Í N T E S I S  D E  A S C O R B A T O  E N  F R U T O S  D E  P I M I E N T O . 
T eniendo en c u enta la importanc ia del asc orbato en los proc esos de madu rac ión del f ru to 
de pimiento y en la respu esta f rente a las variac iones ambientales, segú n se h a indic ado 
anteriormente, c onsideramos oportu no abordar el estu dio de la biosí ntesis de la vitamina 
C  y su  posible regu lac ión en los f ru tos de pimiento. N os c entramos, sobre todo, en las dos 
ú ltimas etapas má s c omu nes desc ritas en plantas de la sí ntesis de asc orbato:  las 
c ataliz adas por la L-galac tosa desh idrogenasa (G alDH) y por la L-galac tono-γ-lac tona 
desh idrogenasa (G alLDH). Se sabe ademá s q u e esta ú ltima enz ima partic ipa en otra ru ta 
de sí ntesis de asc orbato desc u bierta má s rec ientemente en plantas (W h eeler et al., 1 9 9 8 ; 
Agiu s et al., 2 0 0 3). 

En f ru tos madu ros de la variedad B iela se observó u n inc remento en la ac tividad 
G alLDH c on respec to a los f ru tos verdes q u e estaba ac ompañ ada de u n au mento paralelo 
de la ac tividad G alDH, importante pu nto de regu lac ión de la ru ta de Smirnof f -W h eeler, 
propu esta para la sí ntesis de asc orbato en plantas su periores (M ieda et al., 2 0 0 4). É sto 
demu estra q u e du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento se mantiene ac tiva la 
menc ionada ru ta. Ello no desc arta q u e en nu estro material se esté  llevando a c abo otra 
ru ta alternativa de sí ntesis de asc orbato, c omo la q u e se h a desc rito en la f resa (Agiu s et al. 
2 0 0 3). Dic h a ru ta implic a la inversión del esq u eleto de c arbono, pero de f orma distinta a la 
llevada a c abo en animales y, h asta el momento, sólo h a sido desc rita du rante la 
madu rac ión de las f resas (Agiu s et al., 2 0 0 3). En esta nu eva ví a de sí ntesis de vitamina C  
en plantas interviene el D-galac tu ronato, produ c to de la degradac ión de pec tinas y 
princ ipal c omponente de las paredes c elu lares. De h ec h o, la pé rdida de tu rgenc ia de los 
f ru tos de pimiento du rante la madu rac ión podrí a estar relac ionada c on la degradac ión de 
pec tinas, destinadas a u n inc remento en la sí ntesis de asc orbato por la ru ta del D-
galac tu rónic o. Ademá s, la pé rdida de la f irmez a del mesoc arpo, provoc ada por la ru ptu ra 
de la pared c elu lar, podrí a c onstitu ir u na estrategia para c onservar las pé rdidas de 
c arbono du rante los proc esos de madu rac ión segú n se h a desc rito anteriormente (Davey 
et al., 2 0 0 0 ). N o obstante, aú n no se h a investigado si esta nu eva ru ta de sí ntesis de 
asc orbato es operativa en los f ru tos de pimiento. Ac tu almente é ste es u no de los temas 
prioritarios de nu estro gru po de investigac ión. 

P or el c ontrario, en la variedad V ergasa, al mismo tiempo q u e la ac tividad G alDH 
au mentaba du rante la madu rac ión del f ru to, la ac tividad G alLDH ex perimentaba u n 
desc enso. En esta variedad la G alLDH podrí a estar inh ibié ndose por el asc orbato por u na 
regu lac ión de retroalimentac ión. É sto estarí a apoyado por la h ipótesis propu esta por otros 
au tores q u e indic an q u e la G alLDH j u ega u n papel importante en la regu lac ión de la 
sí ntesis de asc orbato (T abata et al., 2 0 0 2 ; T amaok i et al., 2 0 0 3). P or el c ontrario, en c u ltivos 



 16 0  

c elu lares de A r ab id o psis  se observó q u e la c antidad de asc orbato f inal era mayor de la 
req u erida para u n c rec imiento salu dable de la planta, por lo q u e se dedu j o q u e, en ese 
c aso, no h abí a u na regu lac ión de retroalimentac ión a nivel de la G alLDH (Davey et al., 
2 0 0 0 ). 

Los resu ltados de ex presión y ac tividad de la G alLDH en las variedades B iela y 
V ergasa su gieren q u e ex isten diversas f ormas de modu lac ión de la sí ntesis de vitamina C  
en f ru tos de pimiento q u e pu eden depender de la variedad y, posiblemente, del tipo de 
f ru to, ya sea c alif ornia, lamu yo o du lc e italiano. P or otro lado, el q u e no se esté n 
produ c iendo variac iones en la ex presión de la G alLDH du rante la madu rac ión de los 
f ru tos, tanto de la variedad V ergasa c omo de B iela, nos indic a q u e dic h a enz ima está  
siendo regu lada post-transc ripc ionalmente. 

Otro aspec to importante a tener en c u enta en la regu lac ión de la sí ntesis de 
asc orbato es el estado redox  de la c é lu la (W olu c k e &  V an M ontagu , 2 0 0 3). La ac tividad 
G DP -manosa-3,5 -epimerasa, posible pu nto de regu lac ión de la ru ta de sí ntesis de 
asc orbato Smirnof f -W h eeler, es sensible al estado redox  de la c é lu la, siendo inh ibida en 
presenc ia de N AD(P )H (W olu c k a &  V an M ontagu , 2 0 0 3). De h ec h o, se observó q u e para 
q u e se llevara a c abo u na tasa óptima de sí ntesis de asc orbato por esta ru ta era 
impresc indible el f lu j o de elec trones a travé s del c omplej o I  de la c adena de transporte 
mitoc ondrial (M illar et al., 2 0 0 3). Sin embargo, para q u e se lleve a c abo la ru ta de sí ntesis 
del D-galac tu rónic o es nec esaria la presenc ia de N ADP H a nivel de la D-galac tu rónic o 
redu c tasa (G alU R). Du rante la madu rac ión de los f ru tos de pimiento se observó u n 
inc remento en la produ c c ión de N ADP H. P or lo tanto, el estado redox  de la c é lu la podrí a 
ser el mec anismo enc argado de disc ernir entre u na u  otra ví a de sí ntesis de asc orbato 
dependiendo de las c ondic iones intra y ex trac elu lares. 

La ac tividad G DP -manosa pirof osf orilasa, otra enz ima de la ru ta de Smirnof f -
W h eeler q u e c ataliz a la transf ormac ión de la D-manosa-1 P  en G DP -manosa (I sh ik aw a et 
al., 2 0 0 6), tambié n partic ipa en otros proc esos c omo la sí ntesis de c arboh idratos de la 
pared c elu lar o la glic osilac ión de proteí nas. De h ec h o, la G DP -manosa es u na f u ente de 
manosa para la pared c elu lar. Estu dios previos h an demostrado q u e la inf iltrac ión c on 
G DP -manosa de f ru tos de pimiento verdes no provoc aba u n au mento en la sí ntesis de 
asc orbato c omo oc u rrí a c u ando se les inf iltraba c on L-galac tona-1 ,4-lac tona (B arata-Soares 
et al., 2 0 0 4). Esto pu ede deberse a q u e la f osf orilac ión de la manosa es u n f ac tor limitante 
en la sí ntesis de asc orbato, ya q u e ello req u iere u n su plemento energé tic o, por lo q u e, en 
ese c aso, la manosa podrí a destinarse a otras ru tas. C omo dic h a enz ima es dependiente de 
G T P , se h a propu esto q u e el G T P  podrí a ser produ c ido por la nu c leosido dif osf ato 
q u inasa (N DP K ). De h ec h o, dic h a N DP K  podrí a u tiliz ar el G DP  generado por u na 
reac c ión posterior en la ru ta y q u e está  c ataliz ada por la enz ima G DP -L-galac tosa 
f osf orilasa (I sh ik aw a et la., 2 0 0 6), la c u al lleva a c abo la transf ormac ión de la G DP -L-
galac tosa en L-galac tosa-1 P  y G DP  (I sh ik aw a et al., 2 0 0 6). Du rante la madu rac ión de los 
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f ru tos de pimiento analiz ados, se h a observado u n desc enso en la produ c c ión de G T P  a 
nivel de la N DP K ,  q u e c oinc ide c on u n desc enso en la sí ntesis de asc orbato (resu ltados no 
presentados). Ello tambié n podrí a estar limitando la ru ta Smirnof f -W h eeler du rante la 
madu rac ión de los f ru tos. P or otro lado, el desc enso en los niveles de G T P  tambié n podrí a 
estar limitando la produ c c ión de G DP -manosa para la sí ntesis de polisac á ridos de la 
pared c elu lar. 

En resu men, segú n nu estros resu ltados, parec e q u e la sí ntesis de asc orbato en 
f ru tos de pimiento está  regu lada en, al menos, tres etapas q u e c orresponden a las 
reac c iones de la G alDH, de la G alLDH y de la f osf orilac ión de la manosa. 

P or otro lado, se observó q u e la ex presión de la G alLDH era mayor en f lores y 
h oj as de la planta de pimiento q u e en los f ru tos, si bien este c ompartamiento no se 
c orrespondí a c on los valores de ac tividad enz imá tic a. En h oj as, este patrón de la G alLDH 
apoyarí a la h ipótesis de q u e parte del asc orbato produ c ido en ella serí a transportado ví a 
f loema h asta órganos “ su midero”  de asc orbato (F ranc esc h i &  T arlyn, 2 0 0 2 ; Lorenc e et al., 
2 0 0 4). Au nq u e el asc orbato se enc u entra en la mayorí a de los tej idos de la planta, este 
antiox idante su ele estar má s c onc entrado en los órganos f otosinté tic os, f ru tos y 
meristemos q u e en los órganos no f otosinté tic os c omo las raí c es (Davey et al., 2 0 0 0 ). En 
nu estro c aso, el asc orbato generado por la G alLDH de las h oj as, aparte de ser empleado 
en el propio metabolismo f oliar podrí a ser ex portado a los f ru tos, donde partic iparí a c omo 
antiox idante pero tambié n en proc esos de madu rac ión y respu esta f rente a estreses 
ambientales segú n se apu ntó anteriormente. En este ú ltimo c aso, el asc orbato aportado 
por las h oj as c omplementarí a el produ c ido por el mismo f ru to, c omo h a sido 
rec ientemente desc rito (I sh ik aw a et al., 2 0 0 6). 

En el c aso de las f lores, la disc repanc ia entre los niveles de ex presión y la ac tividad 
detec tada en este órgano podrí a ser debida a u n c omplej o sistema de regu lac ión en el q u e 
no se desc artarí a la implic ac ión de iRN A (RN A de interf erenc ia). En c u alq u ier c aso, la 
potenc ialidad de las f lores de sintetiz ar asc orbato serí a de u tilidad en los primeros 
estadios de la poliniz ac ión y del c u aj e del f ru to, situ ac iones en las q u e posiblemente aú n 
no se h aya ac tivado la ru ta de sí ntesis en los f ru tos. En f lores de A r ab id o psis t h al iana se h an 
detec tado altos niveles de asc orbato q u e está n relac ionados, a su  vez , c on u na alta 
ex presión del gen mio x 4 , el c u al c odif ic a u na mioinositol ox igenasa, enz ima implic ada en 
otra posible ru ta de sí ntesis de asc orbato en plantas su periores (Lorenc e et al., 2 0 0 4). P or 
el c ontrario, en f lores de f resa, los niveles de asc orbato y de ex presión de la G alU R no eran 
detec tables (Agiu s et al., 2 0 0 3).  

En los tallos de pimiento analiz ados los niveles de ex presión de la G alLDH eran 
mayores q u e los detec tados en h oj as o f lores. La demanda de asc orbato por los tej idos en 
c rec imiento es alta, ya q u e la vitamina C  es posiblemente req u erida para la regu lac ión de 
la división y elongac ión c elu lar (Smirnof f , 2 0 0 0 ). P osiblemente el patrón de ac tividad 
G alLDH en los tallos de pimiento sea debido a u n mayor req u erimiento de este órgano, de 
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c u yo c rec imiento depende la c osec h a de c ada planta de esta espec ie. 
 Los resu ltados desc ritos h asta ah ora enf atiz an la relevanc ia de la G alLDH en el 
metabolismo del f ru to de pimiento. P or c onsigu iente, c onsideramos interesante 
c arac teriz ar dic h a enz ima en nu estro material vegetal. Au nq u e la ac tividad enz imá tic a 
enc argada de la ox idac ión de la L-galac tono-γ-lac tona a á c ido asc órbic o f u e desc rita h ac e 
algu nas dé c adas en plantas su periores (M apson et al., 1 9 5 4), la enz ima q u e c ataliz a dic h a 
reac c ión, la G alLDH, no f u e c arac teriz ada h asta mu c h o má s tarde. Dic h a c arac teriz ac ión 
f u e llevada a c abo en distintas espec ies vegetales, inc lu yendo patata (Ô ba et al., 1 9 9 5 ; I mai 
et al., 1 9 9 8 ), c olif lor (Ostergaard et al., 1 9 9 7 ), espinac a (M u tsu da et la., 1 9 9 5 ) y tabac o 
(Y abu ta et al., 2 0 0 0 ). La detec c ión de ac tividad G alLDH en la f rac c ión mitoc ondrial, 
obtenida por c entrif u gac ión en gradientes de densidad de sac arosa, demostraba q u e esta 
enz ima se enc ontraba loc aliz ada en dic h os orgá nu los (Ô ba et al., 1 9 9 4). M á s tarde, el 
estu dio de la sec u enc ia proteic a c orroboró lo anteriormente propu esto sobre la 
loc aliz ac ión mitoc ondrial de esta enz ima, ya q u e presentaba u n pé ptido señ al 
c arac terí stic o de mitoc ondria q u e era de longitu d variable, dependiendo de la espec ie 
(Ostergaard et al., 1 9 9 7 ; I mai et al., 1 9 9 8 ). Segú n nu estros datos, la G alLDH de f ru to de 
pimiento c onsta de u n pé ptido señ al mitoc ondrial de 37  aminoá c idos. Dic h o pé ptido señ al 
se c arac teriz a por tener u n nú mero relativamente alto de residu os de Leu , Arg, Ser e His 
(3, 6, 5 , 7 , respec tivamente) mientras q u e presenta poc os o ningu nos residu os de Asp, G lu , 
I le y V al (0 , 0 , 1 , 0 , respec tivamente). Se h a desc rito q u e la G alLDH se enc u entra u bic ada 
en la membrana mitoc ondrial interna (M u tsu da et al., 1 9 9 5 ; Siendones et al., 1 9 9 9 ; B artoli 
et al., 2 0 0 0 ). C on respec to a la u bic ac ión de la enz ima en la membrana ex isten c iertas 
disc repanc ias. Así , mientras algu nos au tores h an propu esto q u e la G alLDH se loc aliz arí an 
entre los c omplej os I I I  y I V  de la c adena de transporte elec trónic o de este orgá nu lo, otros 
investigadores h an propu esto q u e la enz ima estarí a asoc iada al c omplej o I  (M illar et al., 
2 0 0 3). 

La masa molec u lar de la proteí na madu ra en f ru tos de pimiento (62  k Da) es algo 
mayor q u e la desc rita en espinac a (5 7  k Da) (M u tsu da et al., 1 9 9 5 ), c olif lor (5 6 k Da) 
(Ostergaard et al., 1 9 9 7 ), patata (5 6 k Da) (I mai et al., 1 9 9 8 ), tabac o (5 6 k Da) (Y abu ta et al., 
2 0 0 0 ), A r ab id o psis (5 7  k Da) (T amaok i et al., 2 0 0 3), melón (5 7  k Da) (P aterak i et al., 2 0 0 4) y 
f resa (5 7  k Da) (do N asc imiento et al., 2 0 0 5 ).  

C omo se c omentó en el apartado de Resu ltados, la G alLDH de f ru tos de pimiento 
parec e tener u n solo dominio transmembrana, próx imo al ex tremo N -terminal. Dic h o 
dominio transmembrana serí a el c onstitu ido por los aminoá c idos 9  a 2 8 , q u edando los 
aminoá c idos 1  a 9  h ac ia la matriz  y los residu os 2 9  a 5 49   estarí an en su  mayorí a ex pu estos 
al espac io intermembranal. En este ú ltimo f ragmento ex pu esto a la c ara ex terna de la 
membrana interna se observaban c u atro sec u enc ias c on u n nú mero baj o de aminoá c idos 
q u e podrí an c orresponder a regiones transmembrana c on u na probabilidad menor al 5 % . 
El f ragmento de 2 9  a 5 49  aminoá c idos podrí a c onstitu ir u na estru c tu ra pivotante q u e 
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tu viera ac c eso a los distintos c itoc romos c  repartidos por la membrana mitoc ondrial 
interna (F ig. 5 .5 ), lo q u e inc rementarí a la ef ec tividad de la respirac ión mitoc ondrial 
asoc iada a la sí ntesis de asc orbato. A su  vez , dic h o f ragmento tiene u n sitio de u nión para 
el F AD situ ado en el espac io intermembrana de la mitoc ondria, c omo ya predij eran B artoli 
et al. (2 0 0 0 ) para la G alLDH de patata. Sin embargo, para la G alLDH de patata se 
desc ribieron tres regiones transmembrana, y se postu ló q u e la enz ima podrí a ser 
prá c tic amente u na proteí na integral de la membrana mitoc ondrial (B artoli et al., 2 0 0 0 ).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C omparando la sec u enc ia de los c DN As de G al LD H  desc ritos h asta ah ora, 

observamos q u e dic h a enz ima es u na proteí na altamente c onservada. Ademá s, la 
sec u enc ia aminoac í dic a de la G alLDH de pimiento presenta u na identidad del 32 %  c on la 
L-gu lono-1 ,4-lac tona ox idasa (G u lLO) de rata y u n 2 6%  c on la D-arabino-1 ,4-lac tona 
ox idasa (ALO) de Cand id a al b icans (K im et al., 1 9 9 6). Se h a c omprobado q u e la G alLDH de 
pimiento, c omo la enz ima de c olif lor o de patata, tiene u n dominio de u nión al F AD, pero 
este F AD no se u ne c ovalentemente, a dif erenc ia de la u nión q u e presentan las f lavinas 
c on la G u lLO (K enney et al., 1 9 7 6; K iu c h i et al., 1 9 8 2 ) y la ALO (K enney et al., 1 9 7 9 ). Esta 
dif erenc ia se debe a la presenc ia de u na Lys en lu gar de u na His en el residu o 1 34 de la 
sec u enc ia proteic a de la G alLDH de pimiento, c omo ya se desc ribió en patata (I mai et al., 
1 9 9 8 ).  
 En patata, la G alLDH tiene u n 1 0 0 %  de espec if ic idad por el su strato L-galac tono-
1 ,4-lac tona f rente al 2 0 %  de ef ic ienc ia q u e presenta c on la L-gu lono-γ-lac tona (Ô ba et al., 

Fig. 5.6. Modo de interacción h ip otético entre l a L -gal actono-γ-l actona des h idrogenas a (G al L D H )  y  l a cadena de 
trans p orte el ectrónico m itocondrial en f ru tos  de p im iento. La G al LD H cede electrones al ci tocrom o c (ci t c )  entre los 
com p lej os I I I  y  I V ,  m i entras la L -g alactono-1 , 4 -lactona (G L )  es conv erti da a ascorb ato.  A O X ,  ox i dasa alternati v a;  D H ,  
desh i drog enasa;  e ,  electrones.  S e i ndi can adem ás la u b i caci ón y  reacci ones de los com p lej os I  y  I I  y  de la u b i q u i nona 
(U Q ) .
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1994; Ostergaard et al., 1997). P o r el c o n trari o , en  f ru to s de p i m i en to  n o  se detec tó  
ac ti v i dad c u an do  se em p leó  la L -gu lo n o -γ-lac to n a c o m o  su strato  ( resu ltado s n o  
m o strado s). 

H asta ah o ra, se h a desc ri to  q u e la G alL D H  está  c o di f i c ada p o r u n  so lo  gen  en  
p atata ( I m ai  et al., 1998 ) y  en  m eló n  ( P aterak i  et al., 2 0 0 4). E n  esta ú lti m a esp ec i e, la 
ex p resi ó n  de la G alL D H  au m en tab a du ran te la m adu rac i ó n  del f ru to  y  estab a regu lada 
p o r la lu z  ( P aterak i  et al., 2 0 0 4) m i en tras q u e en  f resa n o  se o b serv aro n  i n c rem en to s 
si gn i f i c ati v o s en  la ex p resi ó n  de la G alL D H  du ran te la m adu rac i ó n  del f ru to  ( do  
N asc i m i en to  et al., 2 0 0 5 ). L a A C C O ( á c i do  1-am i n o -c i c lo p ro p an o -1-c arb o x i lo  o x i dasa), la 
en z i m a q u e c atali z a la ú lti m a reac c i ó n  en  la sí n tesi s de eti len o , req u i ere á c i do  asc ó rb i c o  
c o m o  c o f ac to r ( A b eles, 1992 ). P ero  en  m eló n , se o b serv ó  q u e el desarro llo  y  m adu rac i ó n  
del f ru to  era i n dep en di en te de la ac c i ó n  del eti len o , y a q u e la ac ti v i dad A C C O se 
m an ten í a c o n stan te en  las m u estras an ali z adas ( P aterak i  et al., 2 0 0 4). E ste asp ec to  es de 
gran  i n teré s en  u n  f ru to  c o m o  el p i m i en to  q u e, al ser n o  c li m até ri c o , n o  dep en de de 
eti len o  p ara su  m adu rac i ó n . A  p esar de to do  c u an to  se h a av an z ado  en  el estu di o  de la 
b i o sí n tesi s del asc o rb ato  en  f ru to s de p i m i en to  p o r la c o n tri b u c i ó n  de esta T esi s D o c to ral, 
aú n  q u edan  b astan tes asp ec to s q u e ab o rdar. A sí , a p arti r de esto s p ri m ero s dato s se ab ren  
n u ev as lí n eas de i n v esti gac i ó n  q u e atañ en  a la p ro p i a c i n é ti c a de la sí n tesi s de asc o rb ato , 
lo s p u n to s de regu lac i ó n  de é sta y  o tras p o si b les ru tas de sí n tesi s, el tran sp o rte de 
asc o rb ato  en tre ó rgan o s y  o rgá n u lo s c elu lares, etc . E l p i m i en to , c o m o  se h a i do  rep i ti en do  
en  esta M em o ri a, es u n  p ro du c to  de gran  i n teré s agro n ó m i c o  y  n u tri c i o n al, p ero  adem á s, 
dado  su  c o m p li c ado  m etab o li sm o , es u n  ex c elen te m o delo  p ara estu di ar la m adu rac i ó n  de 
lo s f ru to s desde u n a p ersp ec ti v a b i o q u í m i c a, c elu lar y  m o lec u lar.  
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1.- E l  á c i d o  2 , 4 -d i c l o r o f e n o x i a c é t i c o  ( 2 , 4 -D )  p a r e c e  g e n e r a r  e st r é s o x i d a t i v o  e n  h o j a s d e  
p i m i e n t o . E l  a n á l i si s d e  l o s p a r á m e t r o s d e l  m e t a b o l i sm o  o x i d a t i v o  d e  l a s h o j a s y  l a  
e v o l u c i ó n  d e  l o s m i sm o s c o n  e l  t i e m p o  i n d i c a n  q u e  e l  e f e c t o  d e l  2 , 4 -D  d e p e n d e  d e  l a  
v a r i e d a d ,  y  m u y  p o si b l e m e n t e  e st é  v i n c u l a d o  a l  t i p o  d e  p i m i e n t o . A sí ,  l a  v a r i e d a d  A b d e r a  
q u e  t i e n e  m a d u r a c i ó n  l a r g a  d e l  f r u t o  m u e st r a  u n a  r e sp u e st a  a  m á s l a r g o  p l a z o ,  m i e n t r a s 
q u e  H e r m i n i o ,  q u e  p r e se n t a  m a d u r a c i ó n  c o r t a ,  r e sp o n d e  d e  u n a  f o r m a  m á s r á p i d a . 
 
2 .- L a  m a d u r a c i ó n  d e l  f r u t o  d e  p i m i e n t o  e st á  a so c i a d a  a  c a m b i o s i m p o r t a n t e s e n  l a  
a c t i v i d a d  d e  l o s a n t i o x i d a n t e s e n z i m á t i c o s. A l  i g u a l  q u e  e n  o t r o s p r o c e so s d e  
d i f e r e n c i a c i ó n  e n  l o s q u e  e s n e c e sa r i o  u n  a u m e n t o  e n  e l  c o n t e n i d o  d e  a n t i o x i d a n t e s,  l a  
m a y o r  t a sa  d e  p r o d u c c i ó n  d e  g l u t a t i o n ,  a sc o r b a t o  y  N A D P H  e n  l o s f r u t o s m a d u r o s 
c o n f i e r e  a  e st o s c o m p u e st o s u n  p a p e l  r e l e v a n t e  e n  l a  m a d u r a c i ó n . P o r  o t r o  l a d o ,  l o s 
r e su l t a d o s d e l  m e t a b o l i sm o  d e  p e r o x i so m a s su g i e r e n  q u e  e st o s o r g á n u l o s p u e d e n  t e n e r  
i g u a l m e n t e  u n a  f u n c i ó n  i m p o r t a n t e  e n  l a  m a d u r a c i ó n  d e  l o s f r u t o s. 
 
3 .- E l  a n á l i si s c o n j u n t o  d e  l o s a n t i o x i d a n t e s d e  f r u t o s d e  p i m i e n t o  r e v e l a  q u e  e st o s 
c o m p u e st o s p u e d e n  e m p l e a r se  c o m o  m a r c a d o r e s d e  l a  v a r i e d a d ,  a sí  c o m o  i n d i c a d o r e s d e  
l o s c a m b i o s su f r i d o s c o m o  c o n se c u e n c i a  d e  l a s v a r i a c i o n e s a m b i e n t a l e s d e  r a d i a c i ó n  y  
t e m p e r a t u r a . 
 
4 .- L o s e st u d i o s d e  p r e d i c c i ó n  d e  l a  e st r u c t u r a  p r i m a r i a  d e  l a  L -g a l a c t o n o -γ-l a c t o n a  
d e sh i d r o g e n a sa  ( G a l L D H )  d e  f r u t o s d e  p i m i e n t o ,  e n c a r g a d a  d e  l a  sí n t e si s d e  a sc o r b a t o ,  
a so c i a n  e st a  e n z i m a  a  l a  m e m b r a n a  m i t o c o n d r i a l  e n  u n a  d i sp o si c i ó n  q u e  p o d r í a  c e d e r  l o s 
e l e c t r o n e s d e l  a sc o r b a t o  a  v a r i a s m o l é c u l a s d e  c i t o c r o m o  c  u b i c a d a s e n  l a  p r o x i m i d a d . 
A si m i sm o ,  l o s r e su l t a d o s d e  e x p r e si ó n  y  d e  a c t i v i d a d  d e  l a  G a l L D H  e n  d i st i n t o s ó r g a n o s 
d e  l a  p l a n t a  p a r e c e n  i n d i c a r  q u e  e l  a sc o r b a t o ,  a d e m á s d e  a c t u a r  c o m o  u n  p o t e n t e  
a n t i o x i d a n t e  y  d e  t e n e r  u n a  f u n c i ó n  i m p o r t a n t e  e n  l a  m a d u r a c i ó n  d e  l o s f r u t o s d e  
p i m i e n t o ,  p o d r í a  p a r t i c i p a r  e n  o t r o s p r o c e so s c o m o  l a  p o l i n i z a c i ó n  y  e l  c u a j e  d e l  f r u t o . 
 
CONCLUSIÓN GENERAL 
L o s d a t o s a p o r t a d o s e n  e st a  T e si s D o c t o r a l  a t r i b u y e n  a l  a sc o r b a t o  u n  p a p e l  c e n t r a l  e n  e l  
m e t a b o l i sm o  d e  l a s p l a n t a s d e  p i m i e n t o . L a  t a sa  d e  sí n t e si s y  e l  e st a d o  r e d o x  d e  l a  
v i t a m i n a  C  r e su l t a n  se r  f u n d a m e n t a l e s p a r a  p r o c e so s c o m o  l a  f o r m a c i ó n  y  m a d u r a c i ó n  d e  
l o s f r u t o s,  l a  p o l i n i z a c i ó n  y  l a  r e sp u e st a  f r e n t e  a  e st r é s a m b i e n t a l . P o r  o t r o  l a d o ,  e l  f r u t o  d e  
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p i m i e n t o ,  a d e m á s d e  se r  u n a  f u e n t e  i m p o r t a n t e  d e  v i t a m i n a  C  e n  n u e st r a  d i e t a ,  e s u n  
e x c e l e n t e  m a t e r i a l  p a r a  e st u d i a r  l a  b i o q u í m i c a  y  l a  b i o l o g í a  m o l e c u l a r  y  c e l u l a r  d e l  
a sc o r b a t o . 
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Fig. 1. Alineamiento entre la secuencia de 164 aminoácidos ( 5 7 3  p b )  de actina de p imiento clonada con los 
ceb adores F-AC T  y  R -AC T ,  la secuencia p roteica de la actina de Nicotiana tab acu m (B A D 2 7 4 0 8 ,  3 7 7  a m i n o ác i d o s )  
y  la de S ol anu m tu b e r os u m (C A A 3 9 2 8 1 ,  3 7 7  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 2. Alineamiento entre la secuencia de 169 aminoácidos de glutation reductasa de p imiento clonada con los 
ceb adores F-G R 1 y  R -G R 1,  la secuencia p roteica de la G R  de Arabidopsis t h al ian a (A A B 6 7 8 4 1 ,  4 9 9  a m i n o ác i d o s )  y  
la de P isu m sat iv u m (C A A 6 6 9 2 4 ,  3 0 0  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 2. Alineamiento entre la secuencia de 169 aminoácidos de glutation reductasa de p imiento clonada con los 
ceb adores F-G R 1 y  R -G R 1,  la secuencia p roteica de la G R  de Arabidopsis t h al ian a (A A B 6 7 8 4 1 ,  4 9 9  a m i n o ác i d o s )  y  
la de P isu m sat iv u m (C A A 6 6 9 2 4 ,  3 0 0  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 3. Alineamiento entre la secuencia de 93 aminoácidos de M D AR  de p imiento clonada con los ceb adores F-
M D AR 1  y  R -M D AR 1 ,  la secuencia p roteica de la M D AR  de Arabidopsis t h al ian a (C A B 8 6 8 9 2 ,  4 3 4  a m i n o ác i d o s )  y  la 
de P isu m sat iv u m (A A U 1 1 4 9 0 ,  4 3 3  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 3. Alineamiento entre la secuencia de 93 aminoácidos de M D AR  de p imiento clonada con los ceb adores F-
M D AR 1  y  R -M D AR 1 ,  la secuencia p roteica de la M D AR  de Arabidopsis t h al ian a (C A B 8 6 8 9 2 ,  4 3 4  a m i n o ác i d o s )  y  la 
de P isu m sat iv u m (A A U 1 1 4 9 0 ,  4 3 3  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 4. Alineamiento entre la secuencia de 85 aminoácidos de G 6 P D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
G 6 P D H 1  y  R -G 6 P D H 1 ,  la secuencia p roteica del f ragmento de la G 6 P D H  de Pisum sa t iv um (A B B 0 1 6 7 9 ,  2 6 4  
a m i n o ác i d o s )  y  la de la secuencia p roteica de S o l a n um t ub e r o sum (P 3 7 8 3 0 ,  5 1 1  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 4. Alineamiento entre la secuencia de 85 aminoácidos de G 6 P D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
G 6 P D H 1  y  R -G 6 P D H 1 ,  la secuencia p roteica del f ragmento de la G 6 P D H  de Pisum sa t iv um (A B B 0 1 6 7 9 ,  2 6 4  
a m i n o ác i d o s )  y  la de la secuencia p roteica de S o l a n um t ub e r o sum (P 3 7 8 3 0 ,  5 1 1  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 5. Alineamiento entre la secuencia de 124 aminoácidos de 6 P G D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
6 P G D H 1 y  R -6 P G D H 1,  la secuencia p roteica de la 6 P G D H  de Arabidopsis t h al ian a (A A M 6 1 0 5 7 ,  4 8 6  a m i n o ác i d o s )  y  
la de S pin ac ia ol e rac e a (A A K 4 9 8 9 7 ,  5 3 7  a m i n o ác i d o s ) .
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Fig. 5. Alineamiento entre la secuencia de 124 aminoácidos de 6 P G D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
6 P G D H 1 y  R -6 P G D H 1,  la secuencia p roteica de la 6 P G D H  de Arabidopsis t h al ian a (A A M 6 1 0 5 7 ,  4 8 6  a m i n o ác i d o s )  y  
la de S pin ac ia ol e rac e a (A A K 4 9 8 9 7 ,  5 3 7  a m i n o ác i d o s ) .
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G T I R N I L N G T V F R E P I M C K N I P R L V P G W T K P I C I G R H A F G

G T I R N I L N G T V F R E P I M C K N I P R L V P G W T K P I C I G R H A F G

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . : :

. . . . . . . . . 170 . . . . . . . . . 180 . . . . . . . . . 190 . . . . . . . . . 200

D Q Y R A T D A V I Q G A G K L K L V F V P E G S D E K T E Y E V Y N F T G A G

D Q Y R A T D T V I K G A G K L K L V F V P E G S D E K T E F E V Y N F T G A G

D Q Y R A T D T V I Q G A G K L K L V F V P E G T D E K T E F E V Y N F T G A G

: : : : : : :  : :  : : : : : : : : : : : : :  : : : : :  : : : : : : : : :

. . . . . . . . . 210 . . . . . . . . . 220 . . . . . . . . . 230 . . . . . . . . . 240

G V A L S M Y N T D E S I R A F A D A S M N M A Y Q K K W P L Y L S T K N T I L

G V A L S M Y N T D E S V R S F A E A S M N M A F Q K K W P L Y L S T K N T I L

G V A L S M Y N T D E S V R S F A E A S M N M A Y Q K K W P L Y L S T K N T I L

: : : : : : : : : : : :  :  : :  : : : : : :  : : : : : : : : : : : : : : :

. . . . . . . . . 250 . . . . . . . . . 260 . . . . . . . . . 270 . . . . . . . . . 280

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A S W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M V A

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A N W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M V A

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A N W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M A A

: : : : : : : : : : : : : : : : :  : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :  :

. . . . . . . . . 290 . . . . . . . . . 300 . . . . . . . . . 310 . . . . . . . . . 320

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D G D V Q S D F L A Q G F G S L G L M T S V L V

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D G D V Q S D F L A Q G F G S L G L M T S V L V

: : : : : : : : : : : : : : : : : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Fig. 6. Alineamiento entre la secuencia de 139 aminoácidos de I C D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
I C D H 1 y  R -I C D H 1,  la secuencia p roteica de la I C D H  de Solanum t ub e r os um (C A A 5 3 3 0 0 ,  4 3 8  a m i n o ác i d o s )  y  la de 
N i c ot i ana t ab ac um (C A A 5 4 9 1 2 ,  4 1 5  a m i n o ác i d o s ) .
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: : : : : : : : : : : :  :  : :  : : : : : :  : : : : : : : : : : : : : : :

. . . . . . . . . 250 . . . . . . . . . 260 . . . . . . . . . 270 . . . . . . . . . 280

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A S W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M V A

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A N W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M V A

K K Y D G R F K D I F Q E V Y E A N W K S K Y E E A G I W Y E H R L I D D M A A

: : : : : : : : : : : : : : : : :  : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :  :

. . . . . . . . . 290 . . . . . . . . . 300 . . . . . . . . . 310 . . . . . . . . . 320

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D G D V Q S D F L A Q G F G S L G L M T S V L V

Y A L K S E G G Y V W A C K N Y D G D V Q S D F L A Q G F G S L G L M T S V L V

: : : : : : : : : : : : : : : : : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Fig. 6. Alineamiento entre la secuencia de 139 aminoácidos de I C D H  de p imiento clonada con los ceb adores F-
I C D H 1 y  R -I C D H 1,  la secuencia p roteica de la I C D H  de Solanum t ub e r os um (C A A 5 3 3 0 0 ,  4 3 8  a m i n o ác i d o s )  y  la de 
N i c ot i ana t ab ac um (C A A 5 4 9 1 2 ,  4 1 5  a m i n o ác i d o s ) .
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C. a n n u u m
A .t h a l i a n a
S . o l e r a c e a

. . . . . . . . . 90 . . . . . . . . . 100 . . . . . . . . . 110 . . . . . . . . . 120
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S R D E Y I V A T K C G R Y A E G F D F S A E R V T K S I D E S L E R L Q L E Y

 .   : : :  : : : : : :  : : : : :  : : : :  : : : : : : : : : : : :  :

. . . . . . . . . 130 . . . . . . . . . 140 . . . . . . . . . 150 . . . . . . . . . 160

V D I F H C H D I E F G S L D Q I V N E T L P A L L K L K Q A G K I R F I G I T

V D I L H C H D I E F G S L D Q I V S E T I P A L Q K L K Q E G K T R F I G I T

V D I L Q C H D I E F G S L D Q I V N E T I P A L Q K I K E S G K T R F I G I T

: : :   : : : : : : : : : : : : :  : :  : : :  :  :   : :  : : : : : :

. . . . . . . . . 170 . . . . . . . . . 180 . . . . . . . . . 190 . . . . . . . . . 200

G L P L G I F T Y V L D R V P P G T V D V I L S Y C H Y S I N D S T L E D L L P

G L P L D I F T Y V L D R V P P G T V D V I L S Y C H Y G V N D S T L L D L L P

G L P L E V Y T Y V L D R V P P G T I D V V L S Y C H Y C I N D S T L E D M L P

: : : :    : : : : : : : : : : :  : :  : : : : : :   : : : : :  :  : :

. . . . . . . . . 210 . . . . . . . . . 220 . . . . . . . . . 230 . . . . . . . . . 240

Y L K S K G V G

Y L K S K G V G V I S A S P L A M G L L T E Q G P P E W H P A S P E L K S A S K

Y F K S K G V G V I N A S P L S M G L H T E N G P P E W H P A S P E I K A A C K

:  : : : : : : . .  . . . .  . . .  . .  . . . . . . . . . . .  .  .  .

C. a n n u u m
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S . o l e r a c e a
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: : :   : : : : : : : : : : : : :  : :  : : :  :  :   : :  : : : : : :
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:  : : : : : : . .  . . . .  . . .  . .  . . . . . . . . . . .  .  .  .

Fig. 7. Alineamiento entre la secuencia de 124 aminoácidos de GalDH de pimiento clonada con los cebadores F-
G alD H 1 y  R -G alD H 1 ,  la secu encia proteica de la G alD H de A r ab i d o p s i s t h ali an a (AJ417563, 319 aminoác id os ) y  
S p i n ac i a o le r ac e a (AB 160 990 , 32 2  aminoác id os ) .
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Fig. 1. Núm e r o  d e  c ic l o s  u t i l iz a d o s  e n  e l  a n ál is is  d e  e x p r e s ión  d e l  m R NA d e  ge n e s  d ia n a  m e d ia n t e  P C R  
s e m ic u a n t i t a t i v a . E n  t o d o s  s e  u s ó c o m o  p a t r ón  in t e r n o  l a  a c t in a ( 2 8  c ic l o s ) .
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Fig. 2. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e catalasa 
( A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  P C R  
s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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Fig. 2. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e catalasa 
( A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  P C R  
s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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A

Fig. 3. Obtención d e cD N A p a r cia l  d e Mn-S O D ,  F e -S O D  
y  C u Z n-S O D ( A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  
P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % .  M ,  mar cad or es 
d e t amaño mol ecu l ar .
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Fig. 3. Obtención d e cD N A p a r cia l  d e Mn-S O D ,  F e -S O D  
y  C u Z n-S O D ( A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  
P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % .  M ,  mar cad or es 
d e t amaño mol ecu l ar .

M M M

Fig. 4. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e ascorbato
p e rox i d asa ( A P X )  (A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  
p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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Fig. 4. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e ascorbato
p e rox i d asa ( A P X )  (A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  
p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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Fig. 5. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e glutation
r e d uc tas a ( G R )  (A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  
P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .

B

100
2 00
5 00
7 00

1000

Núm e r o  d e  
b a s e s

GR
( 5 0 9  p b )

ACTINA

G R

24 28 3 2 3 6
NÚM E R O  D E  C I C L O S

A

Fig. 5. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e glutation
r e d uc tas a ( G R )  (A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  
P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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Fig. 5. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e glutation
r e d uc tas a ( G R )  (A )  y  o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  
P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos casos se 
emp l ear on g el es d e ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar cad or es d e t amaño mol ecu l ar .
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A

Fig. 6. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e 
monodeshidroascorbato redu ctasa ( M D A R )  (A )  y  
o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  P C R  
s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos casos se emplearon 
g eles d e ag arosa-T B E al 0 , 8 % . M ,  marcad ores d e 
t amaño molecu lar.
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Fig. 6. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e 
monodeshidroascorbato redu ctasa ( M D A R )  (A )  y  
o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  P C R  
s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos casos se emplearon 
g eles d e ag arosa-T B E al 0 , 8 % . M ,  marcad ores d e 
t amaño molecu lar.
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Fig. 6. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e 
monodeshidroascorbato redu ctasa ( M D A R )  (A )  y  
o p tim iz a ción d e co nd icio nes  p a r a  P C R  
s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos casos se emplearon 
g eles d e ag arosa-T B E al 0 , 8 % . M ,  marcad ores d e 
t amaño molecu lar.
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Fig. 7. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e glucosa-6-f osf at o 
d e sh i d r oge n asa ( G 6P D H )  (A )  y  o p tim iz a ción d e 
co nd icio nes  p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a (B ) . En ambos 
c asos se  e mp l e ar on g e l e s d e  ag ar osa-TBE al 0,8%. M , 
m ar c ad o r e s  d e  t am año  m o le c u lar .

A

B

G6PDH
( 2 5 5  p b )

ACTINA

24 28 3 2 3 6
NÚM E R O  D E  C I C L O S

G 6 P D H

100
2 00

5 00
7 00
1000

Núm e r o  d e  
b a s e sM

Fig. 7. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e glucosa-6-f osf at o 
d e sh i d r oge n asa ( G 6P D H )  (A )  y  o p tim iz a ción d e 
co nd icio nes  p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a (B ) . En  am b o s  
c as o s  s e  e m p le ar o n  g e le s d e  ag ar o s a-TBE al 0,8%. M , 
m ar c ad o r e s  d e  t am año  m o le c u lar .
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Fig. 8. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e 6-f o s f o g l u c o n a t o
d e s h i d r o g e n a s a (6P G D H )  (A )  y  o p tim iz a ción d e 
co nd icio nes  p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos 
c asos se  e mp l e ar on g e l e s d e  ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar c ad or e s d e  t amaño mol e c u l ar .
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Fig. 8. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e 6-f o s f o g l u c o n a t o
d e s h i d r o g e n a s a (6P G D H )  (A )  y  o p tim iz a ción d e 
co nd icio nes  p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos 
c asos se  e mp l e ar on g e l e s d e  ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar c ad or e s d e  t amaño mol e c u l ar .

M
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Fig. 9. Obtención d el  cD N A p a r cia l  d e NADP-i s o c i t r a t o
d e s h i d r o g e n a s a (I C DH )  (A )  y  o p tim iz a ción d e 
co nd icio nes  p a r a  P C R  s em icu a ntita tiv a ( B ) . En ambos 
c asos se  e mp l e ar on g e l e s d e  ag ar osa-T B E al  0 , 8 % . M ,  
mar c ad or e s d e  t amaño mol e c u l ar .
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Fig. 10. Obtención d el  cDNA p a r ci a l  d e  L-g a l a c t o n o -γ-
l a c t o n a  d e s h i d r o g e n a s a ( G a l LD H )  (A)  y  o p t i m i z a ci ón  d e  
co n d i ci o n e s  p a r a  P C R  s e m i cu a n t i t a t i v a (B ) .  En ambos 
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Q U I NC L O R AC : ácido 3, 7 -dicl or o-8-q uin ol ín -car box íl ico 
Q U I NM E R AC : ácido 7 -cl or o-3-m et il -8-q uin ol ín -car box íl ico 
R H : r esp uest a h ip er sen sibl e 
R NA: ácido r ibon ucl eico 
R NS: esp ecies de n it r ó g en o r eact iv o 
R O S: esp ecies de ox íg en o r eact iv o 
R U BI SC O : r ibul osa-1, 5 -bif osf at o car box il asa ox ig en asa 
SAG s: g en es r el acion ados con  l os m ecan ism os de def en sa y  l a sen escen cia  
SAR : r esp uest a sist é m ica adq uir ida 
SDS: l aur il  sul f at o só dico 
SE SO NE : 2-(2, 4-dicl or of en ox i)  acet il  sul f at o só dico 
S-G AL : 3, 4-cicl oh ex en oescul et in a-β-D-g al act op ir an ó sido 
2, 4, 5 -T: ácido 2, 4. 5 -t r icl or o-f en ox iacé t ico 
2, 4, 5 -TB: ácido 4-(2, 4, 5 -t r icl or of en ox i)  but ír ico 
TBE : t am p ó n  t r is de baj a con cen t r ació n  sal in a 
TBS: t am p ó n  t r is sal in o (Tr is-H C l  20  m M ,  p H  7 , 8,  NaC l  0 , 18 M )  
TBST: t am p ó n  t r is sal in o con  Tw een -20  0 , 0 5 %  (v / v )  
TBSTA: TBST con  ASB 2%  (p / v )  
TC A: ácido t r icl or oacé t ico 
TC B: ácido t r icl or oben z oico 
TE M E D: N,  N,  N’ ,  N’ -t et r am et il -et il en diam in a 
2, 4, 5 -TE S: 2-(2, 4, 5 -t r icl or of en ox i)  acet il  sul f at o só dico 
TM H M M : “ Tr an sm em br an e H el ices based on  t h e H idden  M ar k ov  M odel ”  o H é l ices 
Tr an sm em br an a basado en  el  M odel o O cul t o de M ar k ov  
Tr is: t r is-h idr ox im et il am in om et an o 
U V -B: l uz  ul t r av iol et a B 
V DE : v iol ax an t in a dep ox ig en asa 
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