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Resumen

MERrINO DE CACERES, F. & BERNAL PiTA DA VEIGA, A. (1992). Estudio de la variabilidad isoenzimatica en distintas
poblaciones de pimiento de Padrén Capsicum annuum L. var. annuum. Nova Acta Cientifica Compostelana
(Bioloxia), 3: 77-84

Se ha estudiado el comportamiento de diez sistemas enzimaticos en dieciséis poblaciones de pimiento de
Padrén, Capsicum annuum L. var. annuum, por medio de electroforesis en gel de almidén. Las enzimas analizadas
han sido: IDH, ACON, 6PGDH, MDH, EST, PRX, SKDH, PGI, PGM y GOT, habiéndose establecido las
condiciones 6ptimas para cada una de ellas. Este trabajo ha permitido determinar que, en los sistemas enzimdticos
estudiados, no se ha detectado variabilidad genética siendo su comportamiento, en este aspecto, monomorfico.
Paralelamente, se ha realizado también este estudio en otras variedades existentes en la provincia de A Coruiia,
obteniéndose un resultado similar.
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Abstract

MERNO DE CACERES, F. & BERNAL PiTA DA VEIGA, A. (1992). Isoenzyme variability in several populations of Padrén
pepper Capsicum annuum L. var. annuum. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 3: 77-84

Starch gel electrophoresis was used to study 10 enzyme systems in 16 populations of Padrén pepper, Capsicum
annuum L. var. annuum. We analysed the enzyme systems IDH, ACON, 6PGDH, MDH, EST, PRX, SKDH, PGI,
PGM and GOT establishing the appropiate conditions for them. In all cases these enzyme systems lack genetic
variability, being these varieties therefore monomorphic. We have also carried out a similar study with other
varieties cultivated in A Corufia region obtaining similar results.

Key words: Capsicum annuum L. var. annuum, pepper, starch gel electrophoresis, isoenzyme.

INTRODUCCION aparecen en un organismo. PRAKAsH et al. (1969)
propusieron el término de alozima para designar

Las isoenzimas, término introducido por aquellas variantes proteicas que son producidas
MARKERT & MOLLER (1959), son cada una de las por las distintas formas alélicas de un mismo
multiples formas moleculares de una enzima con locus, con el fin de distinguirlas del fenémeno
similar o idéntica especificidad de substrato que mas general de las isoenzimas. Estas diferentes

Este trabajo ha sido parcialmente financiado con una Ayuda del Vicerrectorado de Investigacién de la Universidad
de A Coruiia.
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formas se pueden separar por distintos métodos
bioquimicos entre los cuales, la electroforesis en
gel es el mds versdtil y facil de aplicar a los
estudios en plantas.

El medio mas comunmente utilizado paralos
analisis rutinarios es el almidén (SCANDALIOS,
1969; SHAW & PrasAD, 1970; VaLLEIOS, 1983) ya
que nos permite una buena separacién y resolu-
cién de las isoenzimas. Pero quizds una de las
mayores ventajas sea el que cada gel puede
cortarse en varias lonchas, cada una de las cuales
puede ser tefiida para diferentes enzimas.

Los estudios genéticos de las isoenzimas han
sido llevados a cabo en un gran nimero de
especies vegetales. Estos datos han contribuido
de una manera significativa al conocimiento de
la seleccién natural (CLEGG, 1983), de la siste-
matica (CRAWFORD, 1983) y de la estructura de la
poblacién (RiTLAND, 1983).

Capsicum annuum L. var. annuum e€s un
miembro de la familia de las Solandceas que
tiene una importancia econdmica considerable
por tratarse de la especia més utilizada, siendo
ademds, dentro de los pimientos cultivados, el de
mayor distribucién. El origen de esta especie hay
que situarlo en México (EsuBauGH, 1970), desde
donde se distribuy6 por todo el mundo a partir
del descubrimiento de América.

La mayoria de los estudios realizados por
medio de electroforesis en gel de almidén, han
estado encaminados al establecimiento del con-
trol genético de las isoenzimas con el fin de
mejorar la produccién de las variedades de pi-
miento, asi como también al conocimiento del
origen evolutivo del género y de las formas
domésticas (McLEoD et al., 1983).

En la provincia de A Coruiia se cultiva la
variedad Capsicum annuum L. var. annuum,
conocida como pimiento de Padrén, cuya explo-
tacién se realiza de modo extensivo en el terri-
torio que comprende la parroquia de Herbén y
zonas colindantes, si bien también se cultiva en
amplias zonas de Cambre, Ferrol, Betanzos y
distintos municipios de A Corufia.

Dadas las caracteristicas peculiares de estas
variedades, su mantenimiento y conservacion se
convierte en un importante problema, ya que
estos materiales se encuentran adaptados a las
condiciones ambientales de lazona, aunque deba
mejorarse su produccién (FRANKEL & HAWHES,

1975). De ahi que es importante realizar un
estudio previo acerca de la variabilidad genética
existente en dicho cultivo.

El motivo de este trabajo es establecer el
comportamiento de los distintos sistemas
enzimaticos, utilizando técnicas de electroforesis
en geles de almidén, y determinar el grado de
variabilidad que presentan estos sistemas en las
poblaciones de Capsicum annuumL. var. annuum
de Padrén y otras localidades, asi como compa-
rar los resultados obtenidos con otros tipos de
pimientos también cultivados en nuestra region.

MATERIAL Y METODOS

Sehan analizado 16 poblaciones de Capsicum
annuum L. var. annuum, con un total de 50 indi-
viduos por poblacién, las cuales se reparten en
distintas localidades de la provincia de A Coru-
fia. La recogida de material se realizé personal-
mente, y a la hora del muestreo éste se hacia de
modo que sélo se cogia un fruto de cada planta,
con lo cual se obtenfa una muestra no sesgada del
total de la poblacidn.

Las semillas se ponfan a germinar en el
laboratorio, a temperatura ambiente, sobre papel
de filtro humedecido. A partir de los 15 dfas de
la germinacién se cogian las hojas para obtener
el extracto crudo, y se homogeneizaban en tam-
pén de extraccién en la proporcién 1:2 p/v. Se
utilizé como tampoén de extraccién el de ROOsSE
& GottLIEB (1978) (0.1M Tris CIH, 10mM KClI,
ImM MgCl,, ImM EDTA, 14mM 2-mer-
captoetanol, 0.1M 4cido ascérbico, pH 7.80), al
cual se le afiadian 0.2 gr de PVP-P y 0.05 gr de
PVP-40 por cada 2 ml de tampén. En los distin-
tos extractos se impregnaban papeles de filtro
Watman n° 3 de 3x12 mm que se introducian en
el gel de almidén. Una vez depositadas las mues-
tras, se aplicaba un voltaje de 150 V durante 20',
pasados los cuales se retiraban los papeles
Watman y continuaba la electroforesis al poten-
cial correspondiente segtn el sistema utilizado.

Sehan utilizado tres sistemas de electroforesis
(TablaI) determindndose el sistema idéneo para
cada enzima asi como la loncha en la cual es
mejor la resolucién (Tabla IT). Las condiciones
de electroforesis se especifican en la tabla III.
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TaBLa L. Sistemas de electroforesis en gel de almidén
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Sistema Tampdn Gel Tampén electrodo Ref

I A-Histidina 7mM pH 7.00 B-Tris 0.135M  pH 7.00 1
Citrato 0.043M

II C-Tris 0.015M pH 7.80 D-Borato 0.3M  pH 7.80 2
Citrato 4mM -

I E-Tris 0.015M pH 8.00 F-Tris 0.2M pH 8.50 3
EDTA 2mM EDTA 2mM
Borato 0.037M Borato 0.15M

(1) VaLLrsos, 1983. (2) RIcK et al., 1977. (3) Guries & LEpING, 1978.

TaBLa II. Sistemas idéneos para cada enzima, n° de loncha y técnica de tincién

Sistema Enzima n° de Loncha Técnica de tincion. Ref.
I IDH 1 VALLEJOS, 1983
ACON 2 CONKLE et al., 1982
6PGDH 3 VALLEIJOS, 1983
MDH 4 Brow et al., 1978
II EST 2 SHAW & Prasap, 1970
PRX 3 BREWBAKER et al., 1968
III SKDH 1 VaLLEIOS, 1983
PGI 2 VALLEJOS, 1983
PGM 3 VALLEJOS, 1983
GOT 4 BREWBAKER et al., 1968

TasLa III. Condiciones de electroforesis de los diferentes sistemas

Sistema % Almidén Gel Electrodo Potencial Tiempo
1 10.5% A B TW 2h.30'
I 10.5% C D 10W 3h.
I 11% E F 12-17 W 3h.30'
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Después de teiiidos los geles, éstos eran lava-
dos con acético al 1% para detener la reaccidn,
procediéndose a continuacién a su fotografiado.
Las enzimas estudiadas han sido las siguientes:
IDH(EC1.1.1.42), ACON (EC4.1.2.3), 6PGDH
(EC 1.1.1.44), MDH (EC 1.1.1.37), EST (EC
3.1.1.1.), PRX (EC 1.11.1.7.), SKDH (EC
1.1.1.25), PGM (EC 2.7.5.1) PGI (EC 5.3.1.9),
GOT (EC 2.6.1.1).

Nomenclatura de las enzimas

Las isoenzimas se designan con un nimero,
en funcién de su movilidad relativa respecto al
frente de azul de bromofenol, que acompafia al
simbolo de la enzima: la isoenzima con migra-
cién més anddica, se designa como 1, la siguien-
te 2 y as{ sucesivamente. Para cada isoenzima, el
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alelo con mayor movilidad relativa, se denomina
a, el siguiente b, etc.

Aislamiento y purificacion de cloroplastos

Sehaseguidolatécnicade PALma eral. (1986).
Las hojas se homogeneizaban en un tampén
compuesto de manitol 0.35m, Mops 30 mM (pH
7.5), cisteina 4mM, EDTA 1 mM y 0,2 % de
BSA, en una proporcién 1:4 p/v. El homoge-
neizado se filtraba a través de 4 gasas de nylon y
se centrifugaba a 7.000 rpm. durante 3 minutos.
El precipitado de cloroplastos era resuspendido
cuidadosamente en un pequefio volumen del
mismo medio, y se purificaba en una posterior
centrifugacion a 12.000 rpm. durante 30 minutos
en un gradiente discontinuo de Percoll. Final-
mente se recogia la banda de cloroplastos inte-
gros por medio de un fraccionador de gradientes.

TaBLa IV. Movilidad relativa de las diferentes formas alozimicas, estructura de la proteina y

localizacion subcelular

Isoenzima Alozima ! Estructura Localizacién
a b c Proteina I Celular I
IDH 1 0.17 0.15 0.13 D C
6PGDH 1 0.22 D (0]
6PGDH 2 0.13 D C
MDH 1 0.27 D -
MDH 2 0.08 M -
EST 1 0.96 M -
EST 2 v 0.83 0.77 M =
EST 3 0.25 M -
PRX 1 0.96 0.93 0.90 M A
PRX 2 0.85 0.82 M C
PRX 3 IV 0.1 M A
SKDH 1 0.3 0.26 M (0]
SKDH 2 0.2 0.15 M C
PGI 1 0.42 D O
PGI 2 0.15 D C
PGM 1 0.41 M ¢
PGM 2 0.29 0.22 M C

(@ Movilidad electroforética relativa respecto al frente de Azul de Bromofenol.

) M, Monémera; D, Dimera.
@D ¢, Citosol; O, Orgéanulo; A, Apoplasto.
V) Catédicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos realizados en nuestro laborato-
rio nos han permitido poner a punto las técnicas
electroforéticas en gel de almiddn para las dife-
rentes enzimas, adaptdndolas al pimiento de
Padrén. Como consecuencia de ello, podemos
determinar cuales son los sistemas idéneos para
cada una de las enzimas, asi como las condicio-
nes de electroforesis (Tablas II y III).

Hemos analizado 10 sistemas enzimaticos,
presentando a continuacién el comportamiento
de dichas enzimas. La movilidad relativa, el
nimero de subunidades y la localizaci6n
subcelular de cada isoenzima, se presentan en la
tabla IV. La estructura monomérica o dimérica
se deduce en base a datos bibliogréficos y al
nimero de bandas que se detectan en el
heterocigoto, que generalmente es una unidad
superior al nimero de subunidades que compo-
nen la enzima. La localizacién subcelular ha
sidodeterminada seginlatécnicade PALmaA ez al.,
1986 (Tabla IV).

En las diferentes poblaciones estudiadas he-
mos observado como el patrén de las enzimas no
presentaningtin tipo de variacién, comportidndose
todas ellas como sistemas monomérficos, con lo
cual podemos afirmar que en Capsicum annuum
L. var. annuum parece no existir variabilidad
genéticaen los sistemas estudiados. (Fig. 1,2, 3).
Esta afirmacién coincide con los escasos estu-
dios existentes en Capsicum annuum respecto a
variabilidad genética. McLEoD er al. (1983)
muestran como en un taxén individual el nimero
de loci polimérficos estda muy reducido y las
poblaciones pertenecientes al mismo taxén son,
electroforéticamente, muy similares unas a otras
(JENSEN et al., 1979).

El bajo nivel de polimorfismo y de
heterocigosis es probablemente el resultado de la
capacidad del pimiento de comportarse como
una planta autégama. JENSEN et al. (1979) su-
gieren que esto provocala aparicién de poblacio-
nes constituidas por una o méds subpoblaciones
altamente monomorficas, con una pequena tasa
o ausencia completa de alogamia.

PickersGILL & HEISER (1976) ya habian men-
cionado que, en América del Sur, las poblacio-
nes de pimientos eran cultivadas en pequefios
jardines familiares en los que s6lo se plantaban
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Fig. 1. Patrones isoenzimdticos en gel de almid6n
utilizando el sistema I. IDH, 6PGDH y MDH.

un pequefio nimero de individuos. Cada afio las
plantas eran cultivadas a partir de las semillas del
afio anterior, con lo cual se estaba contribuyendo
al mantenimiento de los bajos niveles de varia-
bilidad. Sin embargo, las formas salvajes que
presentan un ligero incremento en el grado de
variabilidad (McLEoD et al., 1983) también eran
de baja variabilidad genética.

Si consideramos que el pimiento de Padrén
es una especie doméstica fuertemente adaptada
a la zona de cultivo, Herbdn, y en donde los
cultivos se mantienen de generacion en genera-
cién por seleccién de las mejores semillas, se
explica esta notable ausencia de variabilidad
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Fig. 2. Patrones isoenzimdticos en gel de almidén
utilizando el sistema II. EST y PRX.

genética en los diferentes sistemas enziméticos
estudiados. Es interesante destacar que este tipo
de seleccién, practicada al realizarse sobre lineas
homocigéticas que mantienen el genotipo
inalterado, es de poca utilidad, ya que el mayor

Fig. 3. Patrones isoenzimiticos en gel de almidén
utilizando el sistema III. SKDH, PGI, PGM.

tamafio de la semilla seleccionada es debido s6lo
a efectos ambientales.

Paralelamente a este estudio con diferentes
poblaciones de pimiento de Padrén Capsicum
annuum L. var. annuum, realizamos un estudio
con otras variedades de pimiento, entre ellas:
pimiento tipo «guindilla», pimiento de Arnoia, y
el conocido como pimiento Sonar. Este tltimo,
se conoce también como «hibrido Francés».

En estas cuatro variedades se estudiaron las
mismas enzimas y pudimos comprobar que el
comportamiento de éstas era exactamente el
mismo, con la excepcién de la enzima IDH. En
esta enzima el pimiento de Padrén muestra una
dnica zona de actividad con un Rf de 0.13.
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También hemos observado cémo el pimiento de
Arnoiapresentael alelordpido de dichaisoenzima
con un Rf de 0.17, y este alelo aparece invaria-
blemente en todos los individuos estudiados. E1
pimiento Sonar presenta ambos alelos, ya que
aparece la isoenzima IDH 1 con un patrén
tribandeado, con Rfs. 0.17, 0.15 y 0.13 respecti-
vamente, que se corresponden con las diferentes
combinaciones de las dos subunidades que cons-
tituyen la isoenzima IDH 1 (Fig. 1).

Si comparamos los datos genéticos con las
caracteristicas morfol6gicas, observamos cémo
estas cuatro variedades, totalmente diferentes,
aparecen indistinguibles desde el punto de vista
isoenzimatico; este hecho ha sido observado en
animales y plantas. AvisE et al. (1975) y
KorNFIELD & KoEHN (1975) establecen grupos
de peces que eran morfolégicamente diferentes
pero no se podian diferenciar por electroforesis
en gel. Resultados similares fueron presentados
por CARsoN et al. (1975), que establecen unas
similitudes alozimicas elevadas entre dos espe-
cies de Drosophila morfoldgica y citolégica-
mente diferentes.

En el género Capsicum existe un gran nivel
de variacién morfoldgica. Sin embargo, la varia-
bilidad genética a nivel isoenzimatico no siem-
pre estadrelacionada con los patrones de variedad
morfolégica, como sucede en Capsicum
cardenasii'y Capsicum eximiun que son féciles
de separar morfolégicamente pero no
alozimicamente (JENSEN et al., 1979). Lo mismo
sucede en Capsicum annuum, en el que se pue-
den reconocer distintos taxones en base a funda-
mentos morfolégicos (PICKERSGILL ef al., 1978),
aunque los datos alozimicos describen estos di-
ferentes taxones como inseparables (McLEOD et
al., 1978).

El estudio que hemos realizado con diferen-
tes poblaciones de Capsicum annuum L. var.
annuum viene a confirmar estos resultados, al
comportarse los distintos tipos de pimientos,
algunos muy diferentes en su aspecto externo, de
la misma forma desde el punto de vista
isoenzimdtico. Esta ausencia de variabilidad
genéfica, si-bien les resta importancia para es-
tudios poblacionales, los hace especialmente
interesantes para investigaciones sobre la loca-
lizacién subcelular, que ya hemos iniciado, asi
como de desarrollo y de distribucién en los

distintos tejidos, que abordaremos en un futuro
préximo.
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