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Resumen

La cebolla (Allium cepa L.) y el pimiento (Capsicum spp.) han sido cultivados durante miles de afios por sus
propiedades medicinales y terapéuticas. En la actualidad, estas propiedades bioactivas promotoras de la
salud se han atribuido, principalmente, a la acciéon de los compuestos responsables de la pungencia de la
cebolla y del pimiento. El potencial nutracéutico de los sulféxidos de cisteina en cebolla y de los capsinoides
y capsicinoides en pimiento ha despertado especial interés en las industrias tanto farmacéuticas como agro-
alimentarias para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales. Ademas, el aumento de la demanda por
los consumidores de alimentos frescos mas saludables ha incentivado el desarrollo de nuevos programas
de mejora de la calidad dirigidos a la obtencién de variedades horticolas con mayores contenidos en es-
tos compuestos nutracéuticos. La presente revision aborda estos aspectos desde el punto de vista de la com-
plejidad de las rutas de biosintesis de los compuestos y cémo las técnicas analiticas modernas, mas preci-
sas y sensibles, se han convertido en una herramienta fundamental para el estudio del caracter picante.

Palabras clave: Sulféxidos de cisteina, capsinoides, capsicinoides, alimentos funcionales, rutas de bio-
sintesis, HPLC.

Abstract
Evolution of the pungency of onion (Allium cepa L.) and pepper (Capsicum spp.) from its origin
to the current nutraceutical potential

Onion (Allium cepa L.) and pepper (Capsicum spp.) have been cultivated for thousands of years due to
their medicinal and therapeutic properties. Nowadays, these health-promoting properties have been
attributed to the bioactive compounds responsible for the pungency of onion and pepper. The nu-
traceutical potential showed by cysteine sulfoxides in onion and by capsinoids and capsaicinoids in pep-
per has given rise to a special interest in the pharmaceutical and food industries for the development
of novel functional foods. In addition, the increase in demand for consumers of healthy fresh foods has
stimulated the development of breeding programs for obtaining new vegetable varieties with higher
contents of nutraceutical compounds. The present review addresses these aspects from the point of view
of the complexity of the biosynthesis pathways of such compounds, and as modern analytical techniques,
more precise and sensitive, have become a fundamental tool for the study of the pungency.

Keywords: S-alk(en)yl-L-cysteine sulfoxides, capsinoids, capsaicinoids, functional foods, biosynthesis path-
ways, HPLC.
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Introduccion

La cebolla (Allium cepa L.) y el pimiento (Cap-
sicum spp.) han sido cultivados durante miles
de aios, tanto por su valor como especia o
alimento como por sus propiedades profi-
lacticas y terapéuticas. En la actualidad, gran
parte de estas propiedades medicinales se
han atribuido a la acciéon de los compuestos
responsables de la pungencia (picor) de la ce-
bolla, los sulfoxidos de cisteina (SCs), y del pi-
miento, los capsinoides y capsicinoides (CTOs/
CAPs). Estos compuestos son considerados
nutracéuticos por su bioactividad antioxidan-
te, antinflamatoria, analgésica, antiasmatica,
antimicrobiana, antiplaquetaria, antitrom-
bética, antiobesidad, hipocolesterolemiante,
hipolipemiante e hipoglucemiante (Rose et
al., 2005; Corzo-Martinez et al., 2007; Luo et al.,
2011), convirtiéndose en compuestos de gran
interés para las industrias tanto farmacéuti-
cas como agroalimentarias enfocadas al des-
arrollo de nuevos alimentos funcionales.
Ademas, la creciente demanda de alimentos
frescos mas saludables ha incentivado el des-
arrollo de programas de mejora de la calidad
de la cebolla y del pimiento con el objeto de
obtener nuevas variedades con mayores con-
tenidos en estos compuestos. El desarrollo de
técnicas analiticas, cada vez mas precisas, me-
jora la eficiencia del criterio de seleccién en
dichos programas y contribuyen, junto con las
herramientas de la genémica y la protedmica,
al esclarecimiento de las rutas de biosintesis y
de los genes implicados en la pungencia de
ambos cultivos. Estos aspectos se abordan en
la presente revisién.

Compuestos responsables del picor

Los SCs y CTOs/CAPs son compuestos estruc-
turalmente muy diferentes pero comparten
una caracteristica en comun: la pungencia.
Ambos grupos de compuestos son capaces de
activar los receptores neuronales TRPV1 (re-
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ceptor potencial transitorio vainilloide tipo 1)
provocando las sensaciones de picor, calor o
incluso dolor.

Sulfoxidos de cisteina: precursores
del aroma, sabor y picor de la cebolla

En cebolla, el contenido en compuestos azu-
frados puede alcanzar hasta el 5% de su peso
seco. La mayoria de estos compuestos se en-
cuentran en forma de aminoacidos no pro-
teicos, como los SCs (Lancaster y Shaw, 1989).
Los SCs son los precursores no aromaticos de
una amalgama de compuestos azufrados vo-
latiles, inestables y altamente reactivos res-
ponsables de gran variedad de aromas y sa-
bores y de la pungencia de los Alliums y de
algunas brasicas (Thomas y Parkin, 1994; Ku-
bec y Dadakova, 2008).

Los trabajos de Stoll y Seebeck (1947) fueron
pioneros en el analisis de los (SCs) al identi-
ficar la aliina (sulféxido de S-alil-L-cisteina;
ASC) en ajo (A. sativum). Una década mas tar-
de se identificaron en cebolla (A. cepa) otros
tres SCs: la isoaliina (sulfoxido de trans-(+)-S-
(1-propenil)-L-cisteina; 1-PeSC), la metiina
(sulféxido de S-metil-L-cisteina; MeSC) y la
propiina (sulfoxido de S-propil cisteina, PSC)
(Virtanen y Matikkala, 1959; Matikkala y Vir-
tanen, 1967). Posteriormente, el desarrollo
de técnicas analiticas mas sensibles y precisas
facilité la determinaciéon de otros SCs mino-
ritarios como la etiina (sulféxido de S-etil-L-
cisteina, ESC) en cebolla y ajo entre otras es-
pecies de Allium (Kubec et al., 1999; Kubec et
al., 2000), la butiina (sulfoxido de S-n-butil-L-
cisteina, BSC) en bulbos de A. siculum (Kubec
etal., 2002) y el sulfoxido de S-(3-pentenil)-L-
cisteina en semillas de cebolla de la variedad
local ‘tropeana’ (Dini et al., 2008). Reciente-
mente, los sulféxidos S-(3-pirrolil)-L-cisteina y
S-(2-piridil)-L-cisteina se han identificado en
bulbos de algunas especies de Allium perte-
necientes al subgénero Melanocrommyum
(Jedelska et al., 2008; Kusterer et al., 2010).
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La hidrélisis de los SCs por accién de la enzi-
ma alinasa, (S-alqu(en)il-L-cisteina sulféxido
liasa; EC 4.4.1.4), desencadena una serie de re-
acciones originando gran variedad de com-
puestos azufrados aromaticos (Schwimmer y
Mazelis, 1963) (Figura 1). En tejidos vegetales
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intactos, la alinasa se confina en las vacuolas
celulares mientras que los SCs se encuentran
en el citoplasma. Cuando la estructura celu-
lar se rompe al cortar, masticar o cocinar el
tejido, se produce la hidrélisis de los SCs [R-
SO-CH,-CH(NH,)COOH], donde -R representa

Figura 1. Reacciones quimicas y compuestos generados a partir de la hidrélisis enzimatica de
los sulfoxidos de cisteina (modificado a partir de las rutas propuestas por Block et al., 1996;
Rose et al., 2005; Corzo-Martinez et al., 2007 y Block, 2013).

Figure 1. Chemical reactions and compounds generated from enzymatic hydrolysis of
cysteine sulfoxides (modified from Block et al., 1996; Rose et al., 2005;
Corzo-Martinez et al., 2007; Block, 2013).

los grupos CH,- (MeSC); CH;-CH,-CH,- (PSC);
CH;-CH = CH- (1-PeSC) y CH, = CH-CH- (ASC),
originandose, en primer lugar piruvato, amo-
niaco y acidos sulfénicos (Lancaster y Collin,
1981). Estos acidos sulfénicos (R-S-OH), son
compuestos volatiles altamente reactivos por
lo que rapidamente se reorganizan y conden-
san en forma de tiosulfinatos (R-S-SO-R’). La
heterogénea mezcla de tiosulfinatos resul-

tante es consecuencia de la naturaleza de
los grupos -R y -R" de sus precursores y la pro-
porcién en la que se encuentren en la mezcla,
determinara los aromas primarios, caracte-
risticos de las distintas especies de Allium. A su
vez, los tiosulfinatos son compuestos volatiles
muy inestables por lo que rapidamente reac-
cionan entre ellos o con otros acidos sulfénicos
originando formas mas estables como los tio-
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sulfonatos (R-SO,-S-R’); monosulfuros (R-S-R’);
disulfuros (R-S-S-R’); trisulfuros (R-S-S-S-R’) y
otros tiosulfinatos (Block et al., 1996; Rose et al.,
2005; Corzo-Martinez et al., 2007; Block, 2013).

La isoaliina (1-PeSC): precursor
del factor lacrimégeno

En lineas generales, podemos considerar que
en cebolla el SCs mayoritario es la 1-PeSC se-
guidamente de la MeSC y algo de PSC, aun-
que también se ha determinado ASC en al-
gunas variedades (Edwards et al., 1994). En
consecuencia, el acido sulfénico mayoritario
derivado de la 1-PeSC, por accion de la ali-
nasa, es el acido 1-propenesulfénico. Este
acido sulfénico se convierte en sulféxido de
tiopropanal, también conocido como factor
lacrimégeno, por accion de una segunda en-
zima llamada sintasa factor lacrimégeno (FLS;
EC5.3.-.-). Este factor es el responsable de la
irritacién y el lagrimeo ocular originados al
cortar la cebolla (Imai et al., 2002).

Otros compuestos azufrados de interés

A partir de la hidrélisis enzimatica de la 1-PeSC
se origina el factor lacrimégeno asi como una
pequefa proporcién de tiosulfinatos, entre
los que se incluyen los cepaenos, originados
de forma no enzimatica debido a la inesta-
bilidad del acido 1-propenesulfénico (Imai
et al., 2002). Por otro lado, la hidrélisis de la
ASC da lugar a la alicina (S-alil-2-propentio-
sulfinato), originada por la condensacion del
acido 2-propenesulfénico. La alicina es muy
inestable por lo que reacciona con ella misma
para formar sulfuros, trisulfuros y tiosulfo-
natos como los ajoenos. Cepaenos y ajoenos
son estructuralmente muy parecidos y ambos
grupos de compuestos son de gran interés en
el &ambito médico. Simultdneamente, los aci-
dos sulfénicos, derivados de la degradacion
de todos los SCs, originan una mezcla de tio-
sulfinatos, bisulféxidos y zwiebelanos, entre
otros (Block et al., 1996; Rose et al., 2005;
Corzo-Martinez et al., 2007; Block, 2013).
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Otros compuestos azufrados de gran interés
son los y-glutamil péptidos (yGPs), que si bien
no contribuyen directamente con el aroma,
sabor y picor, actian como reserva de nitro-
geno y azufre durante la dormancia de los
bulbos y como intermediarios en la ruta de
biosintesis de los SCs (Lancaster y Shaw, 1989).

La sintesis de unos compuestos azufrados en
lugar de otros y la proporcion en la que se
encuentran estan influenciadas por las ca-
racteristicas genéticas de la planta y las con-
diciones ambientales en las que crece y se
desarrolla. La formacién de unos compuestos
u otros es el factor determinante para el desa-
rrollo de unos determinados aromas y sabo-
res caracteristicos de cada especie, asi como
de las diferentes actividades bioldgicas (Yoo
y Pike, 1998).

Capsinoides y capsicinoides (CTOs/CAPs)
responsables del picor en Capsicum

Los capsinoides y capsicinoides (CTOs/CAPs)
son exclusivos del género Capsicum y si bien
no contribuyen en su valor nutritivo, son los
causantes del picor y calor caracteristico del
pimiento al ser consumido. Los capsicinoides
(CAPs) han sido objeto de estudio desde prin-
cipios del siglo XIX, sin embargo, la estructu-
ra quimica de la capsicina [(E)-N-[(4- hidroxi-
3-metoxifenil)metil]-8-metil-6-nonanamida;
Cap] no se determiné hasta 1919 (Nelson,
1919). La Cap y la dihidrocapsicina [N-(4-hi-
droxi-3-metoxibenzil)-8-metilnonanamida;
dhCap] son los mayoritarios, representando
hasta el 90% del contenido total de CAPs
(Aza-Gonzalez et al., 2011). Aunque Cap,
dhCap y nordihidrocapsicina [N-(4- hidroxi-3-
metoxibenzil)-7-metiloctanamida; ndhCap]
son los tres CAPs mas frecuentes, en la actua-
lidad se han descrito, en frutos de pimiento,
mas de 20 analogos a la Cap (Bosland y Vo-
tava, 2012).

El descubrimiento de los capsinoides fue pos-
terior; Yazawa et al. (1989) identificaron en los
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frutos del cultivar ‘CH19-Sweet’ (C. annuum)
un grupo de compuestos analogo a los CAPs
a los que llamaron capsaicinoid-like substan-
ces (CLSs). Anos mas tarde Kobata et al. (1998)
establecieron la estructura quimica de los CLSs
y los renombraron como capsinoides (CTOs).
Hasta la fecha se han descrito tres CTOs natu-
rales, capsiato (4-hidroxi-3-metoxibenzil (E)-8-
metil-6-nonanoato; Cto), dihidrocapsiato (4-
hidroxi-3-metoxibenzil 8-metilnonanoato;
dhCto) y nordihidrocapsiato (4-hidroxi-3-me-
toxibenzil 7-metiloctanoato; ndhCto), siendo
los dos primeros los mayoritarios. No obstan-
te, al igual que ocurre con los CAPs, podrian
existir otros CTOs minoritarios.

Diferencias entre capsinoides (CTOs)
y capsicinoides (CAPs)

Los CAPs se forman por la condensacién de un
anillo de vanillilamina, comun a todos ellos,
con una cadena de acidos grasos, de longitud
variable (C7-C13) mediante un enlace amida.
A diferencia de los CAPs, los CTOs se forman
por la condensacién mediante un enlace és-
ter, del alcohol vainillico, comun a todos ellos,
con cadenas de acidos grasos similares a las
que intervienen en la formacién de CAPs. La
longitud, la presencia de insaturaciones y/o
ramificaciones en la cadena de acidos grasos
determinard el tipo de CTOs/CAPs biosinteti-
zados y el grado de picor (Curry et al., 1999;
Lang et al., 2006). La estructura quimica
afecta a la intensidad del picor de cada com-
puesto, de este modo, los humanos somos ca-
paces de percibir cada CAPs por separado;
por ejemplo, la Cap y la dhCap son los mas
irritantes, la homodihidrocapsicina es muy
irritante pero también penetrante y pun-
zante y la ndhCap es la menos irritante (Bos-
land y Votava, 2012). A su vez, el picor de los
CAPs es aproximadamente 1000 veces mayor
que el de los CTOs (Tanaka et al., 2015).

Paralelamente a lo que ocurre con los SCs, las
diferentes combinaciones de CAPs confieren
unas caracteristicas determinadas al picor de
cada una de las variedades de pimiento. Por
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otra parte, la baja pungencia de los CTOs en
comparacion con los CAPs ofrece una alter-
nativa al desarrollo de nuevas variedades de
pimiento poco picantes para consumo en
fresco con altos contenidos en compuestos
bioactivos. Conocer en profundidad la bio-
sintesis y el control genético de todos estos
compuestos es esencial para el desarrollo de
marcadores moleculares Utiles en la selec-
cion, mediante programas de mejora, de
nuevas variedades adaptadas a las preferen-
cias del consumidor.

Biosintesis de los compuestos relacionados
con el picor

La genética de la pungencia de la cebolla 'y
del pimiento lleva siendo objeto de estudio
desde hace mas de 50 afios; sin embargo, ni
las rutas de biosintesis de estos compuestos
ni los genes implicados en ellas se conocen en
su totalidad. A continuacion se detallan los
conocimientos actuales sobre la biosintesis y
el control genético de los SCs y los CTOs/CAPs.

Ruta biosintesis de los SCs

Actualmente existen dos rutas propuestas
para la biosintesis de SCs, mientras una pro-
pone a los yGPs como intermediarios (Lan-
caster y Shaw, 1989), la otra sugiere la serina
como precursor de la biosintesis de SCs (Gran-
roth, 1970). La ruta de biosintesis mayormen-
te aceptada plantea la biosintesis de los SCs
por medio de la S-alqu(en)ilacién de la cistei-
na en glutatién, seguido de una transpepti-
dacién para eliminar una glicina y formar -
glutamil cisteina, su oxidaciéon en sulfoxido
de y-glutamil cisteina y finalmente, la elimi-
nacion del grupo y-glutamil para producir el
SCs. Por otra parte, la ruta biosintética alter-
nativa excluye el glutatién a favor de la al-
qu(en)ilaciéon directa de la cisteina o de la tioal-
qu(en)ilacion de la o-acetil serina seguida
por la oxidacién en sulféxido. Sin embargo,
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la contribucion de ambas rutas en la biosin-
tesis de SCs asi como los genes implicados en
cada una de ellas sigue aun sin conocerse en
profundidad (Jones et al., 2004).

Control genético de la pungencia
en cebolla (A. cepa)

La pungencia en cebolla es un caracter con-
trolado por la accion de pocos genes (Owen,
1961). Sin embargo, el alto grado de aloga-
mia, la depresién por consanguinidad y el ca-
racter bienal que presentan las poblaciones de
cebolla junto con el gran tamafio del genoma
que incluye un elevado nimero de repeticio-
nes, mucho mayor que el de otras especies de
Allium, tomate o maiz, han dificultado la iden-
tificacion de genes relacionados con la bio-
sintesis de los SCs asi como de las rutas meta-
bdlicas en las que intervienen. Adicionalmente
a la variabilidad genética, en numerosos es-
tudios se ha documentado la influencia, sobre
el contenido de SCs, de factores ambientales
como el aio de cultivo, la estacion del afio, la
temperatura, el riego, la disponibilidad de
azufre y nitrégeno en el medio de cultivo o el
tiempo de almacenamiento (Simon, 1995;
Randle et al., 1995; Mallor et al., 2011).

Mediante estudios de mapeo de QTLs (/ocus de
un caracter cuantitativo, del inglés quantitative
trait loci), se identifico, a partir del cruce entre
los cultivares de cebolla ‘BYG15-23" y 'AC43’,
un QTL localizado en el cromosoma 5 directa-
mente correlacionado con el contenido total
de materia seca y la pungencia (Galmarini et
al., 2001). Dicho locus fue posteriormente con-
firmado en el cruce ‘'W202A' x ‘Texas Grano
438" ademas de otro QTL mayor, directamente
relacionado con el contenido en sélidos solu-
bles y sin efectos pleiotropicos, muy ligado a
dos genes del cromosoma 3 codificantes para
las enzimas ATP sulfurilasa (EC 2.7.7.4) y la sul-
fito reductasa (ferredoxina; EC 1.8.7.1), impli-
cadas en las reacciones de metabolismo del
azufre y su incorporacién a la cisteina, respec-
tivamente (McCallum et al., 2007).
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La heredabilidad en sentido amplio del ca-
racter pungente de la cebolla se estima entre
0,5-0,71y se correlaciona positivamente con
el contenido en sélidos solubles y materia
seca total (Mallor et al., 2011). Sin embargo,
esta correlacién se reduce significativamente
tras las siguientes generaciones, obtenién-
dose en programas de mejora una buena
respuesta a la seleccién de variedades dulces
de cebolla, independientemente del conte-
nido en solidos solubles (Simon, 1995). La se-
leccion de cultivares con un amplio rango de
adaptabilidad en cuanto a pungencia, capa-
cidad de almacenamiento y cualidades para
la industria alimentaria es un hito importan-
te en los programas de mejora. En ese sen-
tido, la determinacion del contenido de SCs
mediante técnicas analiticas precisas es fun-
damental, en mejora, para una buena selec-
ciéon de variedades de cebolla adaptadas a la
demanda del consumidor.

La biosintesis de los capsinoides
y capsicinoides (CTOs/CAPs)

Como se ha comentado con anterioridad, el
descubrimiento de los CTOs es mucho mas re-
ciente que los CAPs. Por ello, el conocimiento
actual sobre la biosintesis y el control gené-
tico de los CTOs, se basa en el conocimiento
previamente establecido para los CAPs. La
biosintesis de los CTOs/CAPs se inicia a los 15-
20 dias después de la antesis (dda) hasta al-
canzar su maximo a los 40 dda y se acumulan
principalmente en vesiculas celulares de la
placenta, el pericarpio y las semillas (lwai et
al., 1979; Lang et al., 2009; Tanaka et al., 2017).
La base de la ruta de biosintesis de los CAPs se
establecié, por primera vez, a finales de los
anos 60 por Bennett y Kirby (1968) y por Leete
y Louden (1968) a partir de la combinacién de
otras dos rutas de biosintesis (Figura 2). Por un
lado, la ruta de los fenilpropanoides genera
el anillo aromatico de CTOS/CAPs a partir de la
fenilalanina, y por otro lado, la ruta de los aci-
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Figura 2. Ruta de biosintesis de los capsicinoides. PAL, fenilalanina amonio liasa; C4H, cinamato
4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarato CoA ligasa; HCT, hidroxicinamoil transferasa; C3H, cumarato
3-hidroxilasa; COMT, acido cafeico-O-metiltransferasa; HCHL, hidroxicinamoil-CoA hidratasa/liasa;
PAMT, aminotransferasa putativa; BCAT, transferasa de aminoacidos de cadena ramificada; KAS,
b-cetoacil-ACP sintasa; ACL, proteina transportadora de grupos acilos; FAT, acil-ACP tioesterasa;
ACS, Acil-CoA sintetasa; CS, capsicina sintasa (modificada a partir de las rutas de biosintesis
propuestas por Stewart et al., 2005; Tanaka et al., 2010a,b y Aza-Gonzalez et al., 2011).
Figure 2. Capsaicinoid biosynthesis pathway. PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-
hydroxylase; 4CL, 4-coumaroyl-CoA ligase; HCT, hydroxycinnamoy! transferase; C3H, coumarate 3-
hydroxylase; COMT, caffeic acid O-methyltransferase; HCHL, hydroxycinnamoyl-CoA hydratasel/lyase;
pAMT, putative aminotransferase; BCAT, branched-chain amino acid transferase; KAS, 3-ketoacyl-ACP
synthase; ACL, acyl carrier protein; FAT, acil-ACP thioesterase; ACS, acyl-CoA synthetase; CS, capsaicin
synthase (modified from Stewart et al., 2005; Tanaka et al., 2010a,b y Aza-Gonzélez et al., 2011).



106

dos grasos produce, a partir de los aminoacidos
valina y leucina, las cadenas de acidos grasos
(Leete y Louden, 1968; Sutoh et al., 2006).

El control genético del picante
en Capsicum spp.

El uso de radiotrazadores en la identifica-
cién de compuestos precursores e interme-
diarios y de técnicas de analisis de la expre-
sion de genes como Northern Blot y RT-PCR
han permitido establecer la participacién de
los genes fenilalanina amonio liasa (PAL), cina-
mato 4-hidroxilasa (C4H o también conocido
como Ca4H), cumarato 3-hidroxilasa (C3H),
acido cafeico-O-metiltransferasa (COMT o
CCoAOMT), 4-cumarato CoA ligasa (4CL), hi-
droxicinamoil transferasa (HCT), hidroxicina-
moil-CoA hidratasa/liasa (HCHL) y amino-
transferasa putativa (pAMT) en la ruta de
los fenilpropanoides; asi como, la de los ge-
nes transferasa de aminoacidos de cadena ra-
mificada (BCAT), a-cetoacido deshidrogenasa
de cadena ramificada (BCKDH), B-cetoacil-
ACP sintasa (Kas), proteina transportadora de
grupos acilos (Ac/), acil-ACP tioesterasa (FatA)
y acil-CoA sintetasa (ACS) en la ruta de los
acidos grasos (Bennett y Kirby, 1968; Leete y
Louden, 1968; Stewart et al., 2005; Aza-Gon-
zélez et al., 2011). Basandose en el conoci-
miento previo, varios autores determinaron
correlaciones entre los niveles de transcritos
de los genes PAL, C4H, COMT y pAMT, ex-
presados en la placenta, y el grado de picor
de los frutos (Curry et al., 1999; Aza-Gonzalez
etal., 2011). Sin embargo, segun el estudio re-
cientemente publicado por Tanaka et al.
(2017), basado en la técnica qRT-PCR, no exis-
te relacién directa entre el nivel de expresion
de los genes PAL, C4H, 4CL, HTC, C3H, COMT,
y la acumulacién de CAPs; debido probable-
mente a la participaciéon de dichos genes en
otras rutas biosintéticas implicadas en la pro-
duccién de multiples metabolitos secundarios
como flavonoides y ligninas (Tanaka et al.,
2017). En este mismo estudio tampoco en-
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cuentran una correlacién directa y consis-
tente de los genes BCKDH, ACL, FAT y ACS
con la acumulaciéon de CAPs pero si para los
genes Pun1, pAMT, KAS y BCAT. Dado que la
diferencia esencial entre CAPs y CTOs reside
en el anillo aromatico derivado de la vaini-
Ilina, los genes clave para la biosintesis de
CAPs y/o CTOs estaran involucrados en la
ruta de los fenilpropanoides, en concreto de
los genes Pun1y pAMT.

El gen Pun1 determina la presencial
ausencia del picor

El gen dominante Puni (también conocido
como locus C, lov, Catf-1) codifica para una
enzima aciltransferasa (AT3), clave en la bio-
sintesis de CAPs y aparentemente, también
de CTOs (Stewart et al., 2005; Lang et al., 2006;
Han et al., 2013; Tanaka et al., 2017).

Por otro lado, la capsicina sintetasa (CS) es la ul-
tima enzima de la ruta de biosintesis de CAPs
y es la responsable de la condensacién del ani-
llo aromatico derivado de la vainillina con la
cadena de acidos grasos (Figura 2). Sin em-
bargo, el gen que codifica para la CS asi como
la localizacién de la AT3 en la ruta de biosin-
tesis alin no se conocen (Han et al., 2013).

En consecuencia, todas las plantas de pi-
miento con frutos picantes presentan el ge-
notipo Pun1Pun1 o Pun1puni (Han et al.,
2013). En la actualidad se han encontrado
cuatro mutaciones distintas para este geny
todas ellas dan lugar a plantas con frutos no
picantes. Inicialmente se identificé el alelo
puni’, en los cultivares de C. annuum "Jupi-
ter’, ‘Maor’ y ‘Jalapefo Sweet 3575’, el cual
contiene una gran delecion de 2,5 kb a lo
largo de la regién promotoray el primer exén
que impide la transcripcion a ARNm (Stewart
etal., 2005). Poco después se descubrio el ale-
lo pun1? en el cultivar 'NMCA 30036’ (C. chi-
nense), cuya delecion de 4 pb en el primer
exoén, produce un cambio en el marco de lec-
tura y por consiguiente, en la secuencia de
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aminoacidos dando como resultado el trun-
camiento de AT3 (Stewart et al., 2007) y el
alelo pun1? descrito en el cultivar PI594141 (C.
frutescens) el cual presenta una delecion de
70 aminoacidos en la regién terminal de la
AT3 (Stellari et al., 2010). Por ultimo, el alelo
punt4se ha descrito recientemente en del cul-
tivar japonés ‘Nara Murasaki’ (C. annuum)
cuya mutacién causada por la insercion de un
nucledtido (A) en el segundo exén causa un
cambio en el marco de lectura originando el
truncamiento de la proteina (Kirii et al., 2017).

El gen pAMT responsable de la biosintesis
de CAPs y CTOs

El gen pAMT codifica para la enzima pAMT,
una aminotransferasa encargada de la con-
version de vainillina en vainillilamina (Curry
etal., 1999). En la actualidad se han descrito
ocho alelos mutados para el gen pAMT en un
pequeio numero de cultivares, producién-
dose en todos ellos una mayor biosintesis de
CTOs en detrimento de CAPs. Por todo ello,
PAMT ha sido propuesto como una pieza
clave para la formacién de CTOs durante la
biosintesis de CAPs. Los alelos pamt’ y pamt?
fueron descritos en C. annuum (Lang et al.,
2009; Tanaka et al., 2010a). El alelo pamt’ del
cultivar ‘CH-19 Sweet’ contiene una inser-
cion (T) en la posicion 1291, dicha mutacién
crea un nuevo codén de parada (TGA) y el
alelo pamt?, identificado en el cultivar ‘Hi-
mo’, se caracteriza por la sustitucién de una
T por una C en la posicion 775 pb afectando
al dominio PLP de la proteina, ambas muta-
ciones ocasionan la pérdida de funcién de la
enzima pAMT. Paralelamente, se han des-
crito otros cinco alelos mutados en la especie
C. chinense: el alelo pamt® identificado en el
cultivar ‘Belize Sweet’ contiene una inser-
cion de 5 pb en el 8° exén; el alelo pamt? des-
crito en ‘Zavory Hot' contiene una insercion
de 2,3 kb en el 5° intrén; el alelo pamt® de
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‘Aji Dulce Strain2’, ‘No.2" y 'SNU11-001’ se ca-
racteriza por dos inserciones, una de 2,3 kb
en 3°introny otra de 8 pb en el 6° exén (Ta-
naka et al., 2010b; Koeda et al., 2014; Jang et
al., 2015); el alelo pamt® con una insercion de
7 pb en el 2° exon, se encontro en el cultivar
‘Pimento’ (No.80) (Koeda et al., 2014) y el
alelo pamt’, con una insercion de un frag-
mento de 2.8 kb en el 2° exdén en los cultiva-
res ‘LP6’ y 'LP12' (Tanaka et al., 2015). Los
fragmentos de 2,3 kb de los alelos pamt® y
pamt®y 2,8 kb del alelo pamt’ corresponden
a la insercion del transposén Tcc (transposon
de Capsicum chinense). Todas las inserciones
en C. chinense producen un cambio en el
marco de lectura dando lugar a una proteina
truncada, incluso las inserciones en regiones
intronicas de los alelos pamt*y pamt® ya que
la insercion del Tcc cambia el patrén de spli-
cing del gen pAMT por lo que parte del Tcc
se transcribe (Tanaka et al., 2010b). Por ul-
timo, el alelo pamt® descrito en el genotipo
'S3212’ (C. frutescens) contiene una delecion
de 12 pb en el 7° exén y un polimorfismo de
un solo nucleétido (o SNP, del inglés Single
Nucleotide Polymorphism) de una T por una
C en la posicién 1089 pb (Park et al., 2015).

No obstante, ninguna de las mutaciones des-
critas en el gen pAMT ha sido capaz de blo-
quear completamente la ruta de biosintesis
de CAPs. Dado que en algunos cultivares muy
picantes con pAMT no mutado se han detec-
tado trazas de CTOs y en todos los cultivares
descritos con pamt mutado se sintetizan pe-
quenas cantidades de CAPs, otros genes, ade-
mas de pAMT, podrian estar controlando la
biosintesis de los CTOs (Han et al., 2013; Tana-
ka et al., 2015). La identificaciéon de genotipos
en los que se biosinteticen Unicamente CTOs
es esencial para determinar el control gené-
tico de los CTOs, y en consecuencia, funda-
mental en programas de mejora para el desa-
rrollo de variedades poco picantes con altos
contenidos en compuestos bioactivos.
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Evolucion de las técnicas analiticas en
la determinacion de los SCs en cebolla
y de los CTOs/CAPs en pimiento

Durante décadas la determinacion, directa o
indirecta, de SCs en cebolla y de CTOs/CAPs
en pimiento se ha llevado a cabo mediante
métodos organolépticos, colorimétricos o de
cromatografia en papel o en capa fina. Dada
la poca precision y especificidad de estos mé-
todos, en la actualidad se han visto despla-
zados por técnicas analiticas mas precisas y
sensibles como la cromatografia de gases
(CG) y la cromatografia liquida de (ultra)alta
resolucién (U)HPLC.

Meétodos analiticos en la determinacion
de SCs

La determinacién de SCs en cebolla se ha lle-
vado a cabo tanto por métodos directos co-
mo indirectos. Aunque los métodos basados
en el contenido de acido piruvico, acidos sul-
fénicos o tiosulfinatos han sido ampliamente
utilizados como medida indirecta del picor de
la cebolla (Schwimmer y Mazelis, 1963; Rose
etal., 2005; Randle et al., 1995; Kubec et al.,
1999; Bacon et al., 1999; Mallor et al., 2011),
en ocasiones es dificil establecer una rela-
cion significativa, y por lo general, se acaba
subestimando el contenido real de SCs (Ran-
dle et al., 1995; Wang et al., 2007). Por ello,
la determinacion directa de los SCs ha evo-
lucionado desde métodos cualitativos y se-
micuantitativos, mediante cromatografia en
papel, analizadores de aminoacidos o croma-
tografia en capa fina (CCF) (Virtanen y Ma-
tikkala, 1959; Matikkala y Virtanen, 1967;
Granroth, 1968; Lancaster y Kelly, 1983), has-
ta los mas modernos y cuantitativos basados
en técnicas mas precisas y sensibles como la
CGy la (U)HPLC.

Dada la extrema inestabilidad de los SCs, la
mayoria de métodos analiticos publicados re-
quieren de un paso de derivatizacion de la

Fayos et al. ITEA (2018), Vol. 114 (2), 99-118

muestra previo al andlisis mediante CG y
(U)HPLC. Los diferentes agentes de derivati-
zacion junto con la versatilidad de ambas téc-
nicas han permitido el desarrollo de numero-
sos métodos analiticos para la determinacién
de SCs en cebolla y otras especies de Allium,
originando gran disparidad de resultados (Ta-
bla 1). La cuantificacién de SCs mediante HPLC
acoplada a detectores de fluorescencia (FL) no
logré una adecuada separacién de los picos
(Thomas y Parkin, 1994), por lo que los de-
tectores de absorbancia cobraron especial
interés en la determinacion de SCs. La HPLC
acoplada a detectores ultravioleta (UV) se
ha utilizado tanto para la identificacion (Au-
ger et al., 1993) como para la cuantificacion
de SCs en cebolla. Mientras que Edwards et
al. (1994) desarrollaron un método de HPLC-
UV, con gradiente y sin derivatizacién de la
muestra, capaz de cuantificar PeSC, MeSC,
PSCy por primera vez, ASC en cebolla, otros
métodos de HPLC-UV menos sensibles no han
sido capaces de detectar ASC y/o PSC (Randle
etal. 1995; Yoo y Pike, 1998). Esta técnica ha
sido utilizada como método de rutina en es-
tudios de evolucién del contenido de SCs en
determinadas condiciones de almacenamien-
to o de abonado con azufre (Lancaster et
al., 1998; Uddin y MacTavish, 2003). Sin em-
bargo, ciertos métodos de CG con deteccion
por espectrometria de masas (MS) mostraron
mayor sensibilidad que los de HPLC-UV, es-
pecialmente en la determinacién de SCs mi-
noritarios (Tsuge et al., 2002; Wang et al.,
2007), considerandose una buena alterna-
tiva a la HPLC. De hecho, Kubec et al. (2000)
desarrollaron un método por CG-FID-MS ca-
paz de cuantificar PeSC, MeSC, PSC, ASCy por
primera vez, ESC en cebolla y otras 14 espe-
cies de Allium.

Otros detectores de absorbancia, utilizados
en la determinacién de SCs, acoplados a la
HPLC son los de arreglo de diodos (DAD) y los
de fotodiodos (PDA). A pesar de que la HPLC-
DAD se ha utilizado con fines tan diversos
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como el estudio de genes implicados en la
ruta de biosintesis de SCs en cebolletas de las
especies A. fistulosumy A. cepa grupo aggre-
gatum (Masamura et al., 2011), la caracteri-
zacion de germoplasma en variedades locales
de cebollas y chalotas de Italia y Ucrania (Fe-
rioli y D'Antuono, 2016) y en la evaluacién del
contenido de SCs en funcién del genotipo, tejido
y tiempo de almacenamiento (Bacon et al., 1999)
o fotoperiodo (Mallor y Thomas, 2008), la sen-
sibilidad de la técnica no permite la determina-
Cién de los minoritarios. Por otro lado, la ma-
yor sensibilidad de la HPLC-PDA ha permitido
la separacion y cuantificacion de SCs y algunos
YGPs simultaneamente (Kopsell et al., 1999; Ku-
bec y Dadakova, 2009), asi como la identifica-
cion de ESC, BSCy 3-PeSC ademas de los 4 prin-
cipales, en semillas de A. cepa var. ‘tropeana’
(Dini et al., 2008), perfildndose como técnica
prometedora en la determinacion de SCs.

Simultaneamente, se desarrollaron otros mé-
todos basados en la electroforesis capilar (EC)
y cromatografia capilar electrocinética mice-
lar, técnica hibrida entre la EC y la HPLC. Si
bien la sensibilidad de estas técnicas es me-
nor a la proporcionada por HPLC o CG, son
una buena alternativa para analisis de rutina
por su rapidez y bajo coste (Kubec y Dada-
kova, 2008 y 2009).

Por altimo, la (U)HPLC acoplada a deteccién
por MS y MS/MS (en tandem) es la herra-
mienta mas potente que existe actualmente
para la determinacion de SCs en cebolla. La
identificacion inequivoca de los compuestos
proporcionada por dicha técnica ha permi-
tido su precisa cuantificaciéon en estudios de
caracterizacion de germoplasma (Mitrova et
al., 2016), en el control de la evolucién del
contenido de SCs por efecto de la tempera-
tura en diversos tratamientos culinarios (Kim
et al., 2016) y en el analisis del perfil meta-
bolico de la cebolla (Bottcher et al., 2017).
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Determinacion de CAPs y CTOs

Las primeras determinaciones del picor en
pimiento se realizaron mediante el test orga-
noléptico de Scoville (Scoville, 1912). En este
test, un panel de catadores puntua el nivel de
picor, de una serie de diluciones de extractos
de pimiento, en unidades Scoville (SHU, del
inglés Scoville Heat Units). Aunque actual-
mente este método se sigue utilizando para
evaluar el grado de picor, es un método sub-
jetivo y poco preciso, viéndose desplazado
por métodos analiticos de cromatografia por
CGy (U)HPLC.

Si bien en la determinacion de CAPs se han
utilizado satisfactoriamente tanto la CG
como la (U)HPLC, la inestabilidad de los CTOs
ha condicionado su determinacién exclusi-
vamente por técnicas de (U)HPLC. La HPLC-
UV es la técnica mas utilizada, por su rapidez
y sencillez, en la determinacién de los princi-
pales CAPs y CTOs en frutos de pimiento, so-
bre todo en estudios focalizados en el control
genético del picor (Lang et al., 2009; Tanaka
etal., 2010a,b; Tanaka et al., 2015; Tanaka et
al., 2017). Simultdneamente, otros métodos
de HPLC combinada con detectores (DAD/PDA)
se han utilizado para la deteccién de los prin-
cipales CTOs/CAPs en estudios de evaluacién
de la diversidad de metabolitos y caracteri-
zacion de germoplasma (Singh et al., 2009;
Wahyuni et al, 2011; Han et al., 2013; Cou-
tinho et al., 2015; Jang et al., 2015). En com-
paracién con los detectores de absorbancia,
la deteccion por FL aporta un aumento de
sensibilidad a la técnica de HPLC. La (U)HPLC-
FL ha permitido la determinaciéon de Cap y
dhCap en diferentes alimentos y salsas pican-
tes (Barbero et al., 2016) asi como en la iden-
tificacion y cuantificacion de CAPs minoritarios
en estudios de maduracion en frutos de la va-
riedad ‘Malagueta’ para evaluar el contenido
individual y total de CAPs (Fayos et al., 2017).
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Sin embargo, todas estas técnicas tienen limi-
taciones en cuanto a selectividad y sensibili-
dad, ya que tanto CTOs como CAPs emiten a
la misma longitud de onda.

Por el contrario, la identificacién inequivoca
proporcionada por MSy MS/MS es fundamen-
tal para una determinacién precisa de los
compuestos minoritarios. La MS y MS/MS aco-
plada a la CG o a la (U)HPLC ha permitido la
determinacién de CAPs, mayoritarios y hasta
15 minoritarios en frutos y oleorresinas de pi-
miento, esprdis de defensa, sangre y tejidos
(Thompson et al., 2005; Garcés-Claver et al.,
2006; Schweiggert et al., 2006). Ademas, la
HPLC-MS/MS ha permitido el establecimiento
de los patrones de fragmentaciéon de CAPs
(Reilly et al., 2001; Schweiggert et al., 2006) y
de CTOs (Fayos et al., 2018).

Perspectivas futuras de la investigacion
del caracter picante

El caracter picante en Capsicum, considerado
uno de los principales factores de calidad, in-
centiva el desarrollo de programas de me-
jora, enfocados a la obtencién variedades de
pimiento cada vez mas picantes (Guzman y
Bosland, 2017). No obstante, el picor del pi-
miento es un atributo no siempre deseabley
apreciado por todos los consumidores. En
consecuencia, un futuro objetivo de mejora
debera también enfocarse a la obtencion de
variedades poco picantes con altos conteni-
dos en capsinoides y bajos o nulos contenidos
de capsicinoides, adaptandose a la demanda
de los mercados europeos (Silvar y Garcia-
Gonzaélez, 2017). Otras lineas de creciente in-
terés son la mejora de la calidad en cebolla
mediante la obtencion de plantas doble ha-
ploides, utilizando ginogénesis in vitro, para
la obtencion de hibridos (Fayos et al., 2015)
asi como los programas de mejora especificos
para la produccion de cebollas tradicionales,
como el tipo calcot (Simé et al., 2014), muy
apreciada en algunas regiones de Espaia.
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No obstante, para alcanzar los objetivos de
mejora de la calidad planteados a lo largo de
esta revision, es fundamental seguir investi-
gando sobre la biosintesis de capsinoides y
capsicinoides en pimiento y de sulféxidos de
cisteina en cebolla. En este sentido, caben
destacar los trabajos de Tanaka et al. (2017) y
Han et al. (2013), relacionados con la identi-
ficacion de genes responsables de la biosin-
tesis de capsinoides y capsicinoides, asi como
los llevados a cabo por Martinez-Lopez et al.
(2014), basados en la aplicacién de herramien-
tas gendémicas para el desarrollo de transcrip-
tomas en C. annuum. Con respecto a la cebo-
lla, hay que sefalar la importante contribucion
de Block (2013) y Block et al. (1996) a la in-
vestigacion de la biosintesis de los sulfoxidos
de cisteina en cebolla y otros Alliums.
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