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RESUMEN

El pimiento (Capsicum annuum) es una de las hortalizas econémicamente mas importantes
en todo el mundo, tanto para cultivo en fresco como para su procesado culinario e industrial. Este
hecho implica que hay numerosas variedades que se encuentran cultivadas en multiples tipos de
suelo, y seria probable encontrar genotipos adaptados a suelos de baja calidad o pobres en
nutrientes, entre los que se pueden destacar el nitrégeno, el potasio o el fésforo.

El fésforo es un macronutriente esencial para las plantas presente en el suelo, absorbido
por las raices mediante transportadores de fosfato (Pi), sin embargo, en muchas zonas es
deficitario debido a su baja movilidad y la incapacidad de las plantas por absorberlo. Puede ser
una causa de fisiopatias en diferentes especies afectando gravemente a la produccion. Las plantas
presentan mecanismos diversos de respuesta ante la baja concentracion de los diferentes
nutrientes para tratar de adaptarse a las condiciones y sobrevivir. ES interesante, por tanto,
encontrar los genes que se expresan en respuesta a estas deficiencias. Concretamente en pimiento,
conocer los genes sobreexpresados en raiz permitiria desarrollar lineas tolerantes a suelos con
bajo fésforo disponible.

El presente trabajo es un estudio preliminar sobre la busqueda de genes candidatos
sobreexpresados en raiz como respuesta a la deficiencia de fosforo en pimiento, como precursor
a una posible busqueda de mecanismos de tolerancia en pimiento a la falta de fésforo en suelo.
Para ello se realiz6 un cultivo de plantas juveniles de pimiento de los genotipos cv. Adige y cv.
NGamex en condiciones de alto y bajo fésforo durante varias semanas, se extrajo ARN de raiz, se
retrotranscribié a ADNc y se cuantificd la expresion mediante reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (qPCR). Se buscaron in silico genes que actuaban en las rutas de sefializacion del
fosforo en diversas especies de la familia de las solanaceas y que, potencialmente, podrian
modificar su expresion en deficiencia de fosforo. Como resultado se sintetizaron cebadores para
35 genes candidatos de los cuales fueron validados 17. Los resultados del trabajo no mostraron
sobreexpresién de los genes candidatos seleccionados en relacién al gen constitutivo de raiz Beta
tubulin (B-TUB) en ninguna de las condiciones ensayadas. Sugerimos un cambio de disefio
experimental en los tratamientos y en el tiempo de toma de muestra para maximizar la expresion
de los genes y detectar mas facilmente cambios en su expresion.
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ABSTRACT

Pepper (Capsicum annuum) is one of the most economically important species cultivated
worldwide for its consumption either for the fresh market, for cooking or for industrial processing.
This fact implies that there are a lot of varieties that are grown in multiple types of soil, and it
would be likely to find them in low quality soils or poor of nutrients, mainly nitrogen, potassium
or phosphorus.

Phosphorus is an essential macronutrient for plants present in soils, absorbed by roots
through phosphate (Pi) transporters, nevertheless, in some areas, is deficitary due to its low
mobility and the plant incapacity to absorb it. It might be cause of physiopaties in different species
affecting yield dramatically. Plants present different mechanisms of response to low concentration
of different nutrients. It’s interesting, though, identify genes that might be expressed at different
levels in response to these deficiencies. In pepper specifically, knowing the genes that are over-
expressed in root might be a tool to develop new lines tolerant to soils with little phosphorus
available.

The present work is a preliminary study on the search for root-overexpressed candidate
genes in response to phosphorus deficiency in peppers, as a precursor work to a possible search
for mechanisms of tolerance in pepper to the lack of phosphorus in soil. In order to do this, young
pepper plants of the genotypes cv. Adige and cv. Numex were grown under high and low
phosphorous conditions for several weeks. RNA was extracted from the root, backtranscribed to
cDNA and expression of some candidate genes was quantified by quantitative polymerase chain
reaction (qPCR). Genes that act on phosphorus signaling pathways in various species of the
Solanaceae family and could potentially modify their expression in phosphorus deficiency were
searched in silico. As a result, primers were synthesized for 35 candidate genes from which 17
were validated. The results of the work showed no overexpression of the selected candidate genes
in relation to the constitutive root Beta tubulin (B-TUB) gene under any of the conditions tested.
We suggest a change in experimental design in treatments and sampling time to maximize gene
expression and more easily detect changes in their expression.
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ABREVIATURAS

E = Factor de Eficiencia

N = Nitrégeno

P = Fdsforo

PAP = Fosfatasas acidas o Purple Acid Phospatases
PF = Peso fresco

Pi= Grupo fosfato

PS = Peso seco

PSI =Fosfohidrolasa inducible

PUE = Eficiencia en el uso del fésforo
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia econdmica del pimiento

El cultivo de pimiento, chiles y ajies (Capsicum annuum) es uno de los cultivos de
hortalizas més extendido en todo el mundo, con una produccion anual de 36’7 millones de
toneladas en casi 2 millones de hectareas solo para consumo en fresco, destacando China como
el principal productor mundial con més de 17 millones de toneladas (FAO, 2018).

En Espafia ha crecido significativamente la produccién de pimiento para consumo en fresco
durante la ultima década hasta llegar a 1’275 millones de toneladas de produccion anual en méas
de 20.500 hectéreas convirtiéndose asi en el principal productor de la Union Europea (FAO,
2018). Las exportaciones espafolas para la Unién Europea alcanzan niveles de 400.000 toneladas,
con distintas preferencias dependiendo del mercado al que van dirigido, pimientos rectangulares
largos o tipo California para mercado de Francia, Suiza, o Suecia, amarillo o verde para mercado
de Alemaniay Portugal y en mallas tricolor para el centro y norte de Europa (Gobierno de Espafia,
2020).

En el cultivo nacional destacan numerosas variedades tradicionales entre las cuales se
pueden encontrar variedades con Denominacién de Origen Protegida (D.O.P) como el pimiento
de Herbdn o el pimiento del piquillo de Lodosa y variedades con Indicacion Geografica Protegida
(1.G.P) como el pimiento riojano, el pimiento de Fresno-Benavente o el ‘pemento da Arnoia’. La
principal comunidad productora es Andalucia con casi 750.000 toneladas de produccion seguida
a gran distancia por Murcia, con menos de 200.000 toneladas (Gobierno de Espafia, 2020).

1.2 Taxonomia, recursos genéticos, origen y domesticacion

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae (orden Solanales), subfamilia
Solainoideae, que comprende las tribus Capsiceae, Datureae, Hyoscyameae, Jaboroseae,
Lycieae, Mandragoreae, Nicandreae, Nolaneae, Physaleae, Solandreae y Solaneae. El género
Capsicum se engloba en la tribu Capsiceae, que solo incluye el género Capsicum y el género
Lycianthes. Capsicum estaria formado por 27 especies, 5 domesticadas y 22 silvestres que,
actualmente, se encuentran cultivadas en zonas de clima tropical y templado (Pickersgill, 1991).

La taxonomia de este género se establecié usando taxonomia numérica, estudios de
fertilidad interespecifica e intergénica, y estudios citogenéticos, bioquimicos, geograficos y
etnobotanicos. Su identificacion y clasificacion filogenética ha sido muy compleja debido a su
diversidad morfoldgica y sus relaciones de cruzabilidad que, ademas, sen ve muy afectada por
factores agrocliméticos (Pickersgill, 1971; 1991) Sin embargo, las nuevas herramientas
gendémicas como Genotyping by sequencing (GBS) han corroborado las hip6tesis anteriores
respecto a la filogenia del género. Las 5 especies cultivadas serian C. annuum L., C. frutescens
L., C. chinense Jacq., C. baccatum L., C. frutescens L. y C. pubescens Ruiz et Pav. que tendrian
un mismo ancestro comun, pero sufrieron procesos de diversificacion dependiendo de su zona de
cultivo (Pereira-Dias et al., 2019).

Las especies del género Capsicum pueden agruparse en 3 complejos genéticos segin la
capacidad de cruce con la especie principal que da nombre al complejo y los analisis genéticos
realizados mediante marcadores isozimas y marcadores moleculares, entre ellos Single Nucleotide
Polymorfism (SNP), Simple Sequence Repeats (SSR), Restriction Fragment Lenght Polymorfism



(RFLP), Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Lenght
Polymorfism (AFLP) y Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS). EI complejo primario
o complejo C. annuum estaria formado por las especies C. annuum, C. frutescens, C. chacoense,
C. galapagoense y C. chinense (las Ilamadas especies de flor blanca), y estarian relacionadas con
el ancestro silvestre del pimiento C. annuum var. glabriusculum (Dunal) Hiser et Pickersgill. El
segundo complejo genético o complejo de C. baccatum estaria formado por C. baccatum, su
ancestro silvestre C. baccatum var. baccatum Esbaugh y las especies silvestres C. praetermissum
y C. tovarii. Por altimo, la especie cultivada C. pubescens y las especies silvestres C. eximium
Hunz. y C. cardenasii Heiser et. Smith conformarian el tercer complejo genético o complejo de
C. pubescens (Eshbaugh, 1993; Ibiza et al., 2012; Ince, Karaca, y Onus, 2010; Loaiza-Figueroa
et al., 1989; Martins et al., 2015; Pickersgill, 1971; Prince et al., 1995; Prince, Loaiza-Figueroa,
y Tanksley, 1992; Prince, Pochard, y Tanksley, 1993; Rodriguez et al., 1999; Toquica et al., 2003;
Walsh y Hoot, 2012).

En cuanto al pimiento para consumo en fresco, su domesticacion tuvo lugar en Sudamérica
desde donde migré a Europa en el afio 1493 con el primer trayecto de Cristébal Colén, aungue
fueron ocurriendo numerosos progresos de migracion y deriva a Europa y Africa en los siglos
XVIy XVIly aAsiaen los siglos XVII'y XVIII. De esta forma, se ha diversificado masivamente
el género Capsicum, apareciendo nuevas variedades tradicionales adaptadas a zonas
edafoclimaticas muy variadas y que presentan una elevada diversidad fenotipica. Sin embargo,
segln los analisis genéticos mas recientes, esta diversidad no va acompafiada de una elevada
diversidad genética, como sucede con otros géneros de la familia de las solanéceas, siendo mas
compleja la busqueda de variacion y la mejora genética del cultivo (Andrews, 1984; Bosland y
Votava, 2000; Nuez Vifales, Costa Garcia, y Gil Ortega, 1996; Somos, 1984).

1.3 Peculiaridades del genoma

La familia Solanaceae es la familia de especies cultivadas que genera mas beneficios
economicos, solo por detras de gramineas y cereales. Ha sido sujeta a un intenso proceso de
seleccidn, que ha permitido estudiar los sindromes de domesticacidn en las mas de 3000 especies
cultivadas que la forman (Moore et al., 2005; Mueller et al., 2005). La filogenia de estas especies
se construyd mediante el uso de marcadores moleculares del gen ndhF cloroplasto (Bohs y
Olmstead, 1997), y el gen nuclear SAMT (Martins y Barkman, 2005) y, segun estos estudios, el
género Capsicum es el que se encontraria méas lejano genética de la familia después de Nicotiana,
es decir, fue uno de los primeros cultivos en domesticarse (Wu y Tanksley, 2010). Los avances
en nuevas tecnologias gendmicas y de secuenciacion en las Gltimas décadas han permitido
conocer mas detalladamente caracteristicas génicas de la familia de las solanéceas. En el trabajo
de Wu y Tanksley (2010), se realizaron estudios cromosémicos comparativos mediante
marcadores ortélogos conservados de copia unica (COSII), indicando que el género Capsicum
podria haberse domesticado coetaneamente a la berenjena (Solanum melongena), mas tarde de lo
anteriormente propuesto. EI descubrimiento de regiones reguladoras MITE (Miniature Inverted-
Repeat Transposable Elements) en el genoma asociadas a genes activos transcripcionalmente,
han permitido conocer un nuevo mecanismo evolutivo en la familia Solanaceae basado en la
insercion y silenciamiento (Kuang et al., 2009). Estos nuevos conocimientos genéticos son la base
para encontrar los métodos que han desarrollado las plantas para adaptarse y tolerar estreses, de
forma que se han abierto nuevas vias de mejora genéticas en especies cultivadas de importancia
econémica (Sharma et al., 2017).



El genoma del pimiento (2n=2x=24) es el mas grande de la familia de las solanéceas
(3.5Gb) con una cantidad de informacion genética repetitiva estimada entre el 75 y el 80%,
caracteristica que ha dificultado la construccion de mapas genéticos y fisicos. Se han desarrollado
tres borradores del genoma ensamblados utilizando tecnologias de secuenciacion de lectura corta
para los que se han usado tres lineas diferentes: CM334, Zunla-1 y Chiltepin conformados por
scaffolds de pequefio tamarfio siendo CM334 el de mayor calidad, con una N50 de 2.47Mb (Kim
et al., 2015). En cuanto a transcriptomas anotados de pimiento se ha utilizado la tecnologia de
secuenciacion 454 para anotar el transcriptoma de las lineas parentales CM334 y Taean y su
hibrido TF68 (Lu et al., 2011; 2012). Otro transcriptoma ensamblado es el transcriptoma DB,
creado con las variedades Sonora, Anaheim y Serrano Tampiquefio usando las tecnologias Sanger
y 454 (Géngora-Castillo etal., 2012). Estos transcriptomas han facilitado la anotacion y
ensamblaje de los genomas actuales, sin embargo, el bajo nivel de variabilidad genética en el pool
genético de Capsicum annuum debido, en gran parte, a su modo de reproduccién autbgamo y las
limitaciones en cuanto a la cruzabilidad, es uno de los motivos que ha dificultado la anotacion de
un genoma de referencia. Aln no se ha conseguido un mapa genético de pimiento saturado de
marcadores, no obstante, los trabajos realizados durante todo el siglo XX han permitido situar en
el mapa un gran nimero de marcadores RAPD, RFLP, AFLP, SSR y SNP (Moscone et al., 2003).

1.4 Estrés abiotico y deficiencia de P

La nutricion mineral constituye un punto clave en el manejo agronémico de los cultivos.
Entre los macronutrientes esenciales que pueden presentar limitaciones y requerir fertilizacion se
encuentran el nitrégeno (N), el fésforo (P) y el potasio (K). La planta necesita mantener estos
nutrientes minerales en homeostasis para asegurar que todas sus funciones esenciales se lleven a
cabo correctamente (Kochian, 2000).

El fosforo (P) existe en el suelo como fosfato (Pi) inorgéanico insoluble acomplejado con
otros compuestos o como fosfato orgénico, pero su absorcion es mucho menor que otros
macronutrientes esenciales debido a su baja solubilidad en el suelo y la gran adsorcion en el
terreno. Entre el 30 y el 40% de toda la tierra cultivable del mundo se encuentra limitada por su
deficiencia de P (Raghothama, 1999; Tadano y Sakai, 1991). Es el factor més limitante, junto con
el N para la produccion primaria de los cultivos, pero, a diferencia que el N, no se renueva tan
facilmente. Su deficiencia junto con la toxicidad de metales en el suelo limita el 70% de la
produccion global siendo habitual encontrar ambas condiciones juntas (Lépez-Arredondo et al.,
2014; Porder y Ramachandran, 2013). En suelos con elevada adsorcion de P, tanto suelos acidos
como calcéreos, es habitual que haya poco P disponible para las plantas, haciendo necesaria la
aplicacion de fertilizantes ricos en Pi inorganico, que no solo aumenta el coste de la produccion,
sino que implica la utilizacion de recursos no sostenibles cuyas reservas se estan agotando
favoreciendo un aumento del precio. Ademas, las plantas solo son capaces de absorber entre un
15 y un 40% del P procedente de fertilizacion (Haneklaus y Schnug, 2016).

En cultivos intensivos, con gran impacto en los ecosistemas, se ha estudiado una elevada
erosion del suelo, debido en gran medida al exceso de fertilizantes solubles que, a su vez, puede
llevar a la eutrofizacion y la hipoxia de las aguas subterraneas. Todo esto puede verse exacerbado
por la creciente demanda de la poblacion en cantidad y calidad de alimentos. En este sentido, se
estd haciendo patente la necesidad de utilizar cultivos con un uso eficiente de los nutrientes como
es el P (PUE) (Ma, Zhang, y Zhang, 2005; Vance, Uhde-Stone, y Allan, 2003). Ya han sido
estudiados cultivos importantes a nivel econdmico como la soja, el maiz, el trigo, algunas especies



de brésicas, leguminosas y otras solanaceas como el tomate. El uso de variedades adaptadas
permitiria una reduccion significativa en el uso de fertilizantes quimicos, favoreciendo un cultivo
maés sostenible. En el caso de Capsicum annum L., es una especie diversa, presente en ambientes
muy diferentes en todo el mundo, por tanto, es comun encontrar variedades adaptadas a diversas
condiciones de estrés abiodtico. El Instituto Universitario de Conservacién y Mejora de la
Agrodiversidad Valenciana presenta en su banco de germoplasma un gran nimero de entradas de
pimiento que podrian ser seleccionadas tras una caracterizacion exhaustiva para encontrar
aquellas variedades més resilientes a cultivo en unas condiciones desfavorables determinadas
(Pereira-Dias et al., 2020).

Las plantas han desarrollado mecanismos evolutivos para aumentar su supervivencia en
condiciones de estrés abiotico, por ejemplo, la carencia de un nutriente esencial como el P,
aumentando su ratio de absorcion (Vance et al., 2003). Entre estos mecanismos se encuentran
cambios morfoldgicos como modificar la arquitectura radicular y aumentar el nimero de pelos
radiculares para aumentar la superficie de absorcion; cambios fisiolégicos como reducir el
crecimiento, aumentar la expresion y actividad de los transportadores de P, aumentar la
removilizacién de Pi nivel celular; y cambios metabolicos, reduciendo el metabolismo de
compuestos en las etapas donde interviene el P (Fita, Nuez, y Pic6, 2011; Raghothama, 1999).
Cuando las plantas crecen en deficiencia de fosforo, las raices producen y exudan acidos
organicos y fosfatasas como fosfatasa acida (APasa) y de la familia PAP y ARNasas para degradar
compuestos orgénicos presentes en el suelo y poder captar el fosfato inorgénico (Pi) y otros
fosfatos insolubles (Raghothama, 1999; Tadano y Sakai, 1991). Para la nutricion de la planta el
proceso y regulacion de absorcion de P a través de las raices es clave, por ello, han sido muchos
los genes estudiados de la ruta metabolica del fosforo en las especies modelo como Arabidopsis
thaliana y otras de la familia de las solanaceas como el tomate, la patata, o mel6n.

Ante una situacion de estrés nutricional para la planta, se ven afectados genes de muchas
rutas metabdlicas, no solo los directamente relacionados con el metabolismo de P, sino que el
metabolismo de los nutrientes esenciales, su absorcion y regulacion estd muy relacionado entre
si, y es posible encontrar expresion alterada de genes de las rutas de N, hierro (Fe), carbono (C)
y zinc (Zn) en respuesta a deficiencia de P (Li y Lan, 2015). Hay genes modificados a corto,
medio y largo plazo determinando la respuesta inmediata de la planta y su adaptacion,
respectivamente. También es habitual encontrar genes relacionados con la sefalizacion,
movilizacion, absorcién y transporte del P (Wasaki et al., 2003).

1.4.1 Metabolismo de P y genes relacionados

Existen numerosos estudios realizados en plantas frente a deficiencia de macro y
micronutrientes, y la variacion que se produce en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, no obstante, aun no se conoce en profundidad la variacion en la respuesta génica.
Concretamente, no es muy conocida la respuesta en raices, principal via de entrada de nutrientes
a la planta, que podria indicar los mecanismos adaptacion de diferentes especies ante la carencia
de nutrientes. Cada especie necesita realizar un estudio propio, ya que los principales mecanismos
de respuesta son distintos dependiendo de la familia y género al que pertenecen. Si bien es cierto
gue existen ortdlogos y genes conservados de especies modelo, méas de un tercio de los genes que
pueden activarse son unicos y exclusivos de cada especie (Calderon-Vazquez et al., 2008).



El fosforo, en forma de ion fosfato (Pi), es un compuesto estructural presente en &cidos
nucleicos, fosfolipidos y adenosin-trifosfato (ATP). La falta de P puede tener grandes impactos
en los cultivos tanto a nivel agronémico como econdmico ya que actla en las principales rutas
metabdlicas de azucares, lipidos y proteinas, en la fotosintesis y el metabolismo oxidativo como
sustrato y como regulador, y participando en rutas de transduccion de sefiales mediante la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas sefializadoras (Fita et al., 2012; Misson et al., 2005;
Raghothama, 1999; Vance et al., 2003). Las alteraciones debidas a la deprivacion de P se pueden
observar a nivel fenotipico, fisioldgico y bioquimico. Por ejemplo, es habitual en Arabidopsis
thaliana observar acumulacion de antocianinas en hojas en respuesta a deficiencia prolongada de
Pi asi como una reduccion del crecimiento de raices primarias, inhibiendo crecimiento del
meristemo apical de raiz (Root Apical Meristem 0 RAM). A nivel bioquimico, se reduce el K en
hojas y aumentan las concentraciones de azufre (S) y otros micronutrientes como Fe y Zn. Toda
la ruta metabdlica de nutrientes puede verse afectada por la privacién de P, debido a su
importancia en procesos energéticos (Misson et al., 2005).

La tolerancia a estrés nutricional est& determinada por una genética compleja, que incluye
muchos mecanismos diversos (Hammond et al., 2003). Los nuevos estudios con microarrays, en
Arabidopsis thaliana han permitido describir mas de 8000 genes con expresion diferencial
después de intervalos desiguales de tiempo sin aplicacién de P. También son muchos los genes
descritos en especies como maiz, patata, arroz, judia, trigo o tomate (Hammond et al., 2003;
Raghothama, 1999; Schachtman, Reid, y Ayling, 1998). La expresion diferencial de genes en este
contexto se explica por la necesidad de la planta sésil de adaptarse a su entorno, modificando las
rutas metabolicas y energéticas para reducir el requerimiento de Pi y facilitar su absorcion. Asi,
la induccion de ciertos genes de estrés estaria determinada por una comunicacion con el apice de
la raiz (Wang, Garvin, y Kochian, 2002).

Es habitual que la expresion diferencial de genes sea mayor a medio plazo que a corto o
largo plazo lo que estaria relacionado con una reduccién de Pi soluble durante el corto y medio
plazo activando los genes localizados en raices (Calderon-Vazquez et al., 2008). Hay respuestas
muy rapidas a la falta de un nutriente esencial, incluso menores a una hora desde el inicio del
tratamiento, y si bien no se conoce el mecanismo de deteccion de la falta de P, es similar en
privacion de diversos nutrientes (N, Fe, S), indicando que hay una comunicacion en las rutas de
sefializacién y respuesta a todos los nutrientes esenciales. De hecho, hay un total de 579 genes
actuando en las rutas del P y del Fe simultdneamente (Li y Lan, 2015).

El P se absorbe en forma inorganica como iones HPO,* 0 H,PO*, presentes en muy baja
concentracion en el suelo (2 uM). El Pi debe absorberse en contra de su gradiente de
concentracion que puede ser de hasta 40 mM dentro de la planta, por tanto, el sistema de transporte
es uno de los puntos méas importantes para el metabolismo de P. Los transportadores de la familia
PHT (PHOSPHATE TRANSPORTER) descritos en Arabidopsis son los méas expresados en tejidos
de raiz y pueden agruparse en 4 familias filogenéticas (PHT1 a PHT4) (Sun et al., 2016). PHT1
es la que mas miembros tiene y se encuentra en membranas celulares en células de raices actuando
como fosfohidrolasas inducibles (PSI) y relacionado con interaccion con micorrizas. Los
transportadores de la familia PHT2 y PHT4 actdan en las membranas de plastidos, muy
relacionados con el metabolismo fotosintético; y los transportadores PHT3 y PHT4 actlan en
membranas mitocondriales y del aparato de Golgi (Rausch y Bucher, 2002).



La familia de transportadores PHT aumenta su expresion en ausencia de Pi en el medio
(Sun et al., 2016). Mutantes sin actividad en estos genes reducen su capacidad para adquirir Pi en
bajas concentraciones en el suelo, siendo los 2 principales las PSI PHT1;1y PHT1;2. Estos genes
se encuentran muy conservados debido a su importancia y se pueden encontrar ortélogos en
cientos de especies. Por ejemplo, los transportadores StPT3 y LePT3 en tomate on ort6logos de
PHT1;3 en patata y tomate, respectivamente (Gordon-Weeks et al., 2003; Misson et al., 2005).
Sin embargo, en trabajos anteriores, una reduccion stbita de Pi en el medio no indujo los ortélogos
PHT1;3, PHTL1;4 0 PHT 1;5 en pimiento, lo que da que entender que serian genes de interaccién
con micorrizas en patata y tomate (Chen et al., 2007). También existen numerosos paralogos que
se han diferenciado funcionalmente gracias a duplicaciones en tandem, por ejemplo, en tomate
los genes PHT1 se han dividido de LePT1 a LePT6. La mayoria se expresan en laraiz, en el tejido
epidermal o los pelos radiculares y modifican su regulacion y patrones de expresion espacial
(Chenet al., 2014; Gordon-Weeks et al., 2003). Utilizan mecanismos de simporte con cationes de
hidrogeno (H+) para absorber Pi en contra del gradiente electroquimico a través de la membrana
plasmatica. El transporte estara determinado por el pH en el citosol, que normalmente es de 7°1,
que determina una forma predominante de Pi (HPO.* o H,PO* cuyo pK de 7,2) (Ayadi et al.,
2015; Schachtman et al., 1997). Este mecanismo estaria acompafiado por una activacion de
ATPasas para aumentar la accion de los cotransportadores en deficiencia de P (Schikora y
Schmidt, 2002).

Mediante pardmetros cinéticos y enzimaticos, se ha estimado que el Pi en el citosol se
encuentra en un rango de concentraciones entre 1 y 10 mM. Aungue puede haber variaciones
externas, se tampona el interior celular de forma que la variacion sea muy estrecha en este rango.
El transporte a vacuola, principal compartimiento de almacenaje en células vegetales, esta
determinado por la familia de transportadores PHT4, llamados transportadores de Pi a vacuola o
vacuolar phosphate transporter (VPT) con dominios SPX-MFS (Liu etal., 2015; 2016). El
dominio proteico SPX estaria relacionado con la deteccion y transporte de Pi ya que se encuentra
presente en mas de 20 proteinas y se ve inducido en deficiencia de P. El transporte de Pi a
mitocondrias es clave para la sintesis de ATP durante la fosforilacion oxidativa, estaria
determinado por canales anionicos dependientes de voltaje (VDAC), de la familia de
transportadores PHT3 (Tateda et al., 2011). En el aparato de Golgi, Pi es un producto de la
glicosilacién de proteinas, lipidos y polisacaridos y es exportado desde el lumen al citosol para
evitar su acumulacion mediante transportadores PHT4;6 y PHO1 (Cubero et al., 2009). También
se inducen transportadores de sulfato (SULTRZ1;3 Y 3;4) y de MGDG sintasas por la necesidad
de aumentarla sintesis de sulfolipidos y galactolipidos que mantienen la homeostasis de Fe. La
sintesis de lipidos no basados en P es un mecanismo para mantener la estabilidad de la membrana
celular (Misson et al., 2005), por tanto los genes alterados del metabolismo de lipidos son UDP-
sulfoquinovosa sintasa/SQD1 y UDP-galacosiltransferasa/DGD1 cuyo objetivo seria aumentar la
PUE (Muneer y Jeong, 2015). Una de las proteinas mas importantes con este dominio es PHO1,
que regula la homeostasis de Pi con movimiento del ion a través del xilema (Versaw y Garcia,
2017).

El Pi es clave en las rutas de sefializacion en los primeros estadios de la respuesta ante un
estimulo determinado. En concreto, forman parte de las Map kinasas (MEK1 y WIPK), clave en
la ruta de transduccion intracelular de sefales. Ademas, ante un estimulo como el estrés
nutricional, los factores de transcripcion también tendrian alterada su expresion como reguladores
de la expresion génica (Wang et al., 2002). En este sentido, se ha estudiado en Arabidopsis el gen
PHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE) como un factor de transcripcién de la familia



MYB-CC que actla junto con otra familia de factores de transcripcion redundante, WRKY,
uniéndose a un elemento cis ‘GNATATNC’ (secuencia P1BS) en regiones del promotor de genes
de respuesta a Pi como transportadores de Pi, protein kinasas, RNasas o APasas cuyo fin seria
modificar la arquitectura radicular. También se ha visto la actuacion del gen PHR2 y la accion de
micro-RNAs involucrados en la respuesta a deficiencia de Pi para regular la homeostasis. Los
genes cuya expresion se altera ante la deficiencia de fosforo estadn involucrados en procesos
metabdlicos, transporte de iones, regulacion transcripcional, produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), regulacidén hormonal, y sintesis y degradacidn de proteinas protectoras; aungue
también se encontraria exacerbada la expresion de genes de respuesta a estrés general como
proteinas de respuesta a patdgeno (PR) o a estrés oxidativo (GSTs) (Misson et al., 2005; Muneer
y Jeong, 2015). Los genes que mas se ven alterados son los que se relacionan con la produccién
de metabolitos secundarios y que podrian ser clave en los procesos de tolerancia de la planta a
medio y largo plazo (Ren et al., 2014; Sun et al., 2016).

Algunos de los genes que se han establecido como “sensores” de la raiz son LOW
PHOSPHATE ROOT (LPR1y LPR2), y PHOSPHATE DEFICIENCY RESPONSE 2 (PDR2) que
se coexpresarian. Otras proteinas que se han propuesto como detectores de los niveles de Pi serian
PHO1, SPX1y SPX3, que comenzarian la transmision de sefiales a otros 6rganos mediante los
tejidos vasculares. Estos genes también pueden verse afectados por otros estreses bidticos o
abioticos, destacando falta de otros nutrientes como Zn o Fe y por regulacion post-transcripcional
donde destacan miR399s o snARNSs. Se ha planteado usar los transportadores en procesos de
mejora, aunque se ha comprobado efectos deletéreos en su sobreexpresion asociados con
acumulacion y toxicidad de Pi, ya que la alteracion de alguno de estos genes lleva a la alteracion
de otros factores de la cadena de sefializacion. Seria necesario realizar una mejora para un
rendimiento eficiente, y se deberia probar la diferencia entre lo que se obtiene experimentalmente
y en condiciones reales (Su et al., 2009; Wu et al., 2003).

Las fosfatasas acidas (PAP) catalizan la liberacidén de un grupo fosfato Pi de ésteres y
anhidridos (Tran, Hurley y Plaxton, 2010). Son clave en procesos de estrés de la planta, ya que
son parte de las PSI y acttan sobre la movilizacién, absorcién y removilizacion de P orgénico.
PAP10.2 podria ser una PAP interna removilizada en condiciones de bajo P. Otras como PAP12,
PAP25 y PAP26 descritas en Arabidopsis, estarian encargadas de reciclar el Pi de monoésteres
citoplasmicos para mantener la concentracién de P estable. Se ha demostrado su importancia en
especies cultivadas como soja, tomate y cebolla. Ademés, PAP10 estaria relacionada con un
aumento de la biomasa y del PUE ya se encuentra en la epidermis de raices, por tanto, seria una
de las encargadas de la adaptacion a condiciones de estrés por falta de P (Del Vecchio etal.,
2014).

Ante una privacion de P, se reduce la fotosintesis ya que se reduce la sintesis de pigmentos
fotosintéticos y la transferencia de electrones en la membrana tilacoidal. Algunos genes
codificantes de proteinas relacionadas con la fotosintesis también se inducen como la RuBisCO,
y clorofilas a/b, dependiendo del tiempo de exposicidn a las condiciones de estrés. Si que se ha
observado un aumento del metabolismo energético y de carbohidratos para mantener la
homeostasis celular (Misson et al., 2005). En cuanto a la glicélisis, podrian verse afectados genes
como fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), aumentando la fosforilacion de
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y exudando maés &cidos orgéanicos (Fita et al., 2012). De
igual forma se puede ver alterado el metabolismo de sintesis de aminoacidos y proteinas para
evitar la degradacion de proteinas clave en el desarrollo y el metabolismo de sintesis de lignina
para mantener integridad de la pared celular, asi como otros metabolitos secundarios participando



en cambios en arquitectura de raices y conductividad de nutrientes (Calderon-Vazquez et al.,
2008).

1.5 RT-gPCR y expresion génica

La reaccién en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real o0 RT-qPCR es la técnica
por excelencia para la deteccion y cuantificacion de acidos nucleicos en muestras bioldgicas. Es
una modificacion de la PCR, que incluye una etapa de retrotranscripcion de ARNm a ADNCc para
una posterior amplificacion mediante PCR con un seguimiento a tiempo real de la reaccion
durante su evolucion de forma que permite cuantificar la cantidad de una determinada molécula
de ARNm (Higuchi et al., 1992). Se considera una técnica sencilla, sin embargo, la optimizacion
y validacion que requiere la convierte en una técnica muy precisa, sensible y reproducible. En
muchos casos, el nivel de expresion de un determinado gen es tan bajo que es la Unica técnica
conocida capaz de detectarlo. Se ha usado principalmente para cuantificacion absoluta de acidos
nucleicos y anélisis de expresion de genes (Bustin, 2000; Kozera y Rapacz, 2013; Taylor et al.,
2019).

Hay una serie pasos criticos en el proceso RT-gPCR tanto previos a la técnica como durante
el analisis para asegurar que los resultados obtenidos se corresponden con la realidad. Es necesario
comprobar, entre otros aspectos, la eficiencia de la polimerasa, el anillamiento de los cebadores
disefiados y la pureza de las muestras. Los pasos previos al analisis deben estar estandarizados
(preparacién del material vegetal, extraccion de ARN, almacenaje en condiciones optimas y
control de cantidad y calidad) y los datos obtenidos deben ser evaluados con programas que
aseguren su robustez estadistica (Huggett y Bustin, 2011).

Existen diversas estrategias para la cuantificacion de transcritos. Se ha propuesto la
cuantificacion absoluta, relativa, e incluso, la cuantificacion comparativa, sin embargo, las
estrategias més utilizadas son la cuantificacion absoluta y la cuantificacion relativa (Pfaffl, 2007).
En la cuantificacidn absoluta, se relaciona un nimero de copias de acidos nucleicos con una sefial
y se cuantifica con una curva estandar de calibracion, establecida mediante la sefial obtenido por
productos de PCR diluidos en diluciones seriadas. La cuantificacion absoluta presenta algunos
sesgos ya que depende de la curva de calibracién y, por tanto, en ocasiones el nimero de copias
puede correlacionarse con pardmetros bioldgicos como la cantidad de tejido, cantidad de células
o cantidad total de ARN (Pfaffl y Hageleit, 2001; Tyburski et al., 2008). En cambio, la
cuantificacion relativa mide los cambios relativos en el nivel de expresion en respuesta a un
estimulo analizando los cambios en cantidad de ARNm. Para ello, Gnicamente es necesario un
control o estandar de secuencia conocida con el que comparar el nimero de transcritos del gen de
interés (Bustin, 2000). Es la estrategia ideal para investigar cambios fisiol0gicos a pequefa escala
como cambios en los niveles de expresion de genes ante un estrés. La expresion génica puede
relativizarse mediante:

- Control enddgeno, un gen de referencia u otro gen de interés constantemente
expresado en la muestra a estudiar.

- Control ex6geno, una molécula de ADN o ARN universal.

- Un indice de un gen referenciado, una media de diversos controles enddgenos.

- Indice del gen objetivo, una media de los genes de interés analizados en el mismo
estudio (Livak y Schmittgen, 2001; Wittwer et al., 2001).



1.5.1 Genes de referencia

Para llevar a cabo un anélisis cuantitativo de muestras biologicas mediante RT-gPCR, la
eleccion de los genes control que se van a usar es uno de los puntos criticos para asegurar precision
y reproducibilidad en los resultados. Los genes de referencia son el control interno de la reaccion
cuya secuencia debe ser diferente a la del gen de interés que se quiera cuantificar. Ademas, la
normalizacion de los genes de interés debe realizarse respecto a genes que no varian su expresion,
los genes constitutivos o housekeeping genes. Estos genes se expresan en todos los tejidos
independientemente de las condiciones experimentales ya que sus productos génicos realizan
actividades esenciales para el ciclo celular. Los genes de referencia no solo permiten analizar
cuédnto ha aumentado la expresion de un gen de interés en unas condiciones experimentales
determinadas, sino que, ademds, permiten analizar posibles errores durante las etapas
experimentales asegurando que cualquier variacion genética se vea igual en el gen de referencia
y el de interés (Kozera y Rapacz, 2013; Wan et al., 2011).

No se puede hablar de unos genes de referencia universales para todos los ensayos
experimentales, sino que dependen de cada caso particular (condiciones de cultivo, tejido a
analizar, momento del ciclo bioldgico, etc.). Segun se ha comprobado en la literatura més reciente,
en pimiento los tres genes que presentan mayor estabilidad en diferentes condiciones son 3-TUB,
UBI-3 y GADPH (Wan etal., 2011). Sin embargo, la controversia respecto a los genes mas
adecuados para cualquier ensayo de expresion aun sigue patente, ya que es habitual encontrar
desviaciones de expresion en genes control en condiciones determinadas, sobretodo en estudios
de tolerancia a estreses abioticos. Es importante que el gen de referencia no esté involucrado en
las rutas de sefializacion o regulacién del proceso de estrés, en caso contrario, sera imposible
calcular un aumento o disminucién de la expresion. Aun asi, la complejidad de las rutas de
sefializacion y expresion celulares pueden producir variaciones inesperadas. Por todo ello, es
necesaria la validacion de los genes constitutivos en cada ensayo RT-gPCR (Paolacci et al., 2009;
Thellin et al., 2009).

1.5.2 Analisis de expresion

En los primeros estudios de expresion, el nivel de expresidn se determinaba estableciendo
las diferencias entre el Threshold cycle (Ct) o punto de cruce (Cp) con los llamados métodos ACp
(Ecuacién 1). Sin embargo, los métodos que se usan para los estudios actuales de expresion son
méas complejos. En ellos, se relativiza la expresion del gen de interés respecto a un control sin
tratamiento, a la misma muestra a tiempo cero, 0 a individuos sanos (dependiendo del ensayo),
con los métodos llamados AACp (Ecuacion 2) (Livak y Schmittgen, 2001). Para obtener
resultados 6ptimos es necesario contar con una buena estrategia de normalizacion, para ello sera
clave contar con un buen gen control y obtener ADNc de alta calidad (Pfaffl, 2007).

Ratio de expresion = 2(Cpmuestra—Cpcontrol) — 7ACP (Ecuacion 1)
Ratio de expresion = 2—(ACp muestra — ACp control) — 9—AACp (Ecuacion 2)
El ratio de expresion relativo se calcula usando diversos modelos matematicos, con o sin

correccion de eficiencia de la reaccion de gPCR. La expresion del gen de interés se normaliza con
uno o0 méas genes de referencia siendo el mayor problema que puedan variar su expresion con el



tratamiento aplicado. Todos los métodos tienen como base el célculo del valor Ct o Cp, sin
embargo, este valor es muy sensible y se puede ver afectado por numerosos artefactos de la
reaccion, debiendo separarse claramente de la fluorescencia de fondo, el punto decisivo para el
calculo. El valor limite o threshold suele calcularse como 10 veces la fluorescencia basal, valor a
partir del cual se podré calcular la expresion de un gen de interés. Para determinar el ratio de
amplificacién existen métodos directos, basados en un métodos de dilucién (requiere un analisis
de eficiencia muestra por muestra que debe tener valores entre 1’6 y 2) o en la medida del aumento
de fluorescencia relativa en la fase exponencial de la PCR (facil de calcular estableciendo los
limites de Ct con eficiencia entre 1’5y 1°9). Y también se han desarrollado métodos indirectos,
calculando el ratio segin un modelo matematico sigmoidal, cuya mayor ventaja es que todos los
puntos son incluidos en el analisis (Kozera y Rapacz, 2013; Pfaffl, 2007; Taylor et al., 2019).

El primer programa informéatico comercial de cuantificacion relativa fue LightCycler®
(2001). Para calcular el valor de expresion de los genes de interés se triplica el valot Ct o Cp del
gen de interés frente al de referencia y se corrige mediante el célculo de la media del triplete en
sus repeticiones. La eficiencia de la correccion (E) se calcula a partir de la pendiente de la curva
de calibracion (Ecuacion 3) siendo E=1 el minimo y E=2 el maximo teorico y 6ptimo. Sin
embargo, con este primer programa no es posible realizar comparaciones estadisticas mediante
un test.

_1 .,
E = 10 /pendiente curva calibracién (Ecuacion 3)

En 2002, Pfaffl, desarrollé un nuevo programa llamado REST, basado en la comparacion
de expresién de genes mediante nivel de Cp. Este método compara dos tratamientos, la muestra
frente a la condicion control, y calcula el ratio de diferencia entre ellos, normalizado
posteriormente con la media de la desviacion de Cp del gen de referencia (Ecuacion 4). La gran
ventaja de esta estrategia frente a la del LightCycler®, es que permite la realizacion de tests
estadisticos con los datos de Cp mediante el test Pair-wise Fixed Reallocation Radomization. Se
basa en que los tratamientos han sido asignados aleatoriamente, y realiza multiples mediciones
de ambos tratamientos para ver los efectos aparentes en cada vez (Pfaffl, 2001; 2007).

(E gen de inteTéS)ACpgen de interés (MEDIA control — MEDIA muestra)

Ratio de expresion = (E gen COTltTOZ)ACpgen control (MEDIA control — MEDIA muestra)

(Ecuacion 4)

1.5.3 Anadlisis de expresion diferencial en déficit de P

Para conocer los genes expresados en condiciones de estrés abidticos causado por
deficiencia de P hay 2 aproximaciones a nivel experimental, que traen consigo efectos secundarios
diferentes en la planta. La primera aproximacion consiste en estudiar el efecto de eliminar P del
medio de cultivo cuando las plantulas Ileguen a un estado de crecimiento determinado, siendo
dificil estimar el momento adecuado para ello, ademas de afiadir estrés a las raices por el cambio
dréstico en las condiciones (Mller et al., 2007). La segunda aproximacion consiste en estudiar el
efecto de afadir P a plantas que se encuentran cultivadas en deficiencia nutricional obteniendo
patrones diferentes de expresion, ya que, a nivel celular, se modifican los ARNm ya existentes
(Wu et al., 2003). Los estudios de expresion de estrés nutricional son muy complejos debido a
que, muchas veces, el nivel de expresion no alcanza el limite necesario para su deteccion.

En este tipo de trabajos es necesario realizar el cultivo agronémico de forma optima para
asegurar la respuesta deseada de las plantas. Debido a la variabilidad del suelo, se deben establecer
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unas condiciones muy restringidas con los controles adecuados para que el nivel de estrés permita
ver una expresion de genes diferencial. Es habitual encontrar alteraciones morfoldgicas, asi como
correlaciones entre las alteraciones morfoldgicas y la sobreexpresion de ciertos genes.

Actualmente, no se ha publicado ningln estudio en pimiento sobre expresion diferencial
de genes como consecuencia de un déficit de P, por tanto, este trabajo se plantea como el primero
en analizar la sobreexpresion de genes de raices en pimiento en respuesta a déficit de P mediante
la técnica RT-qPCR.

2. OBJETIVOS

En el contexto del programa de estudio del pimiento que se desarrolla actualmente en el
COMAV, los objetivos que se plantean en este trabajo son:

1. Analizar la respuesta de pimiento ante la deficiencia de fosforo, concretamente,
estudiar la sobreexpresion de genes en la parte implicada en el primer contacto con el suelo
y sus componentes, las raices.

2. Optimizar el proceso de RT-qPCR para el anlisis de genes de respuesta a
deficiencia de P en raiz, manipulando los principales puntos criticos del proceso.
3. Discutir la implicacion del conocimiento de estos genes en los programas de

mejora, la existencia de posibles tolerancias y su futura utilizacion mediante métodos de
mejora tradicionales y novedosos.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Cultivo de Capsicum

3.1.1 Material vegetal

Teniendo en cuenta resultados de evaluacion anteriores se utiliz6 como patron Numex X
por su buen comportamiento como patrén de pimiento y como variedad Adige (ambas variedades
de la Coleccion del grupo de mejora de Pimiento UPV). Para evitar un posible sesgo por efecto
del injerto, los controles Adige se injertaron sobre si mismos.

3.1.2 Disefio experimental

Las semillas se sembraron en placas Petri con algodén y papel de filtro. Tras la
germinacion, las plantulas se trasplantaron a una mezcla de 45% de arena fina (0’4 mm), 45% de
grava de silice (2’5 mm) y 10% de turba.

Cuando las plantas tenian 6 hojas verdaderas se realizé el injerto, con las combinaciones
Adige sobre si mismo de aqui en adelante denominado adige/adige y Adige sobre patron Numex
X, denominado de aqui en adelante adige/numex. El injerto fue de aproximacién, decapitando al
patrén con un corte en visel y eliminando la raiz de la variedad con el mismo corte. Las dos partes
de unieron mediante clips de pléastico para injerto. Después las plantas se transfirieron durante dos
dias a una camara oscura con alta humedad y quedaron aclimatandose durante una semana con
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alta humedad y luz. Cuando los injertos prendieron, las plantas se trasplantaron a un cultivo
hidropdnico (Figura 1) en recipientes de 2 L con dos niveles de abonado de P: P alto (1’5 mM) y
bajo (0’5 mM), el resto de nutrientes fue el tipico de soluciones nutritivas de hidroponia en
pimiento (Tabla 1). La solucién se aireaba en pulsos de 1 minuto cada 15 minutos.

| }

Figura 1. Plantas injertadas de pimiento creciendo en condiciones
hidroponicas con soluciones con Py sin P.

Tras 20 dias en crecimiento se tomaron medidas de crecimiento de parte aérea y se tomaron
muestras de las raices.

Por cada combinacién de injerto se testaron 8 plantas que se encontraban distribuidas
aleatoriamente.

Tabla 1. Solucién nutritiva de cultivo hidropoénico en condiciones de
1.5 mMy 0.5 mM de ion Pi.

Solucion ideal (Mmol/L)

Alto P Bajo P

NOs’ 15.50 15.50
H2PO4 1.50 0.50
SO%4 1.75 1.75
HCO3 0.50 0.50
CI 0.00 0.00
NH*4 1.50 1.50
K* 6.50 6.50
Ca* 4,75 4,75
Mg?* 1.50 1.50
Na* 0.00 0.00
pH 8.15 8.15
CE (MS/1) 0.99 0.99
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3.2 Calculo del contenido de P y Parametros de Eficiencia

Una vez obtenidas las muestras de hoja, tallo y raiz, se calculo su peso y se dejaron secar
en un horno a 60°C durante 72 horas para volver a calcular su peso. Las muestras se digirieron
con 2 mL de &cido nitrico por cada 0’3 g de material seco, y se proceso en microondas cerrado
mediante digestion acida (MARSXpress; CEM Corporation, Matthews, NC, USA). Las muestras
se diluyeron en agua desionizada y se analizaron usando espectromeria de masas acoplada a
inductor de plasma (ICP-ES; JY Ultima 2, Jobin Yvon Ltd., Stanmore, Middlesex, UK) para
calcular las concentraciones de P expresados en porcentaje respecto a mg de materia seca.

Con los datos biométricos de los 2 tratamientos en los 2 genotipos, se calculd el ratio
raiz/tallo (Ecuacion 5).

PF raiz

" (Ecuacion 5)
PF tallo

Ratio raiz/tallo =

Siendo PF el peso fresco en mg medio de las 8 plantas testadas para cada combinacion.

Ademas, para caracterizar mejor el comportamiento de ambos genotipos, se calcularon los
parametros de eficiencia de absorcion y uso del P:

Eficiencia en la absorcién de P (Ecuacion 6):

PUpE (mg P) = ([Plcontrot X PSgiomasa controt)= ([Plnor X PSpiomasanop)  (Ecuacion 6)

Eficiencia en el uso de P (Ecuacion 7):

PSg; — PSp;
PULE (mg PS/mg P) — Biomasa Control Biomasa NoP (Ecuaci()n 7)

([P]Control X PSBiomasa Control) - ([P]NOP X PSBiomasaNoP)

Eficiencia fisiologica en el uso del P (Ecuacion 8):

PSBiomasa Control PSBiomasa NoP

PPUE (mg? PS/mg P) =

Y Ecuacion 8
[P]Control [P]Nop ( cuacion )
Ratio de eficiencia de P (Ecuacion 9):
PER (mg PS/mg P) — PSBiomasa Control PSBiomasa NoP

y
[P]Control X PSBiomasa Control [P]NOP X PSBiomasa NoP

Siendo PS el peso seco medio de las 8 plantas testadas de cada combinacion enmgy [P] la
concentracion de fosforo en cada tratamiento en Mmol/L. La PPUE y el PER se calcularon para
condiciones control y para el tratamiento de bajo P.

3.3 Busqueda bibliogréafica genes de respuesta a deficiencia de P

Se realiz6 una blsqueda exhaustiva en bibliografia reciente en el ambito cientifico,
concretamente, en trabajos relacionados con estrés abidtico debido a deficiencia de nutrientes. El
objetivo fue encontrar genes previamente descritos involucrados en la respuesta a deficiencia de
P en especies modelo como Arabidopsis thaliana, especies de la familia Solanaceae como
Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum o Cucumis melo y especies de otras familias de
interés como Brassica napus o Phaseolus vulgaris y especies de interés econémico como Oryza
sativa, Zea mays o Triticum sp. La bibliografia empleada se encuentra en el Anexo |y se puede
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destacar como articulo principal el trabajo de Nilsson, Miller y Nielsen (2010). Finalmente, se
incluyeron en la primera lista del presente estudio, genes descritos cuya expresion se veia alterada
en raiz, principal érgano donde se espera obtener respuesta a las condiciones propuestas.

Para identificar posibles genes homologos en el genoma de Capsicum, se realizé un BlastP
en la base de datos de proteinas de Capsicum annum (cultivar CM334, version 1.55 (Kim et al.,
2014)) disponible en la base de datos de solandceas (Fernandez-Pozo et al., 2015). Se realiz6 un
BlastP ya que las proteinas se encuentran mejor conservadas que las secuencias nucleotidicas
entre especies. Una vez definida la lisa de proteinas que presentaban un alineamiento mayor al
65%, se buscaron en EnsemblPlants (Howe et al., 2020) las secuencias de ARNm a las que
correspondian las proteinas para compararlas mediante BlastN con el transcriptoma de Capsicum
y obtener asi los genes candidatos.

Se seleccionaron un total de 71 genes candidatos de los cuales 32 se incluyeron por
relevancia en el analisis de expresion. Ademas, se seleccionaron 3 genes constitutivos para
controlar la expresion basal: UBI-3, GADPH y B-TUB (Kozera y Rapacz, 2013).

3.4 Diseflo de cebadores

Con la secuencia de los 35 genes seleccionados, se disefiaron dos pares de cebadores para
cada gen con el programa informético Primer3 (Untergasser et al., 2012), teniendo en cuenta que
debe ser cercano al extremo 3’, mejor conservado, y debe incluirse en el amplicon la region donde
se unen dos exones. Actla, por tanto, como un control interno que asegura que se amplifica ADNc
y no ADN genomico. La calidad y fiabilidad de los cebadores disefiados se comprob6 mediante
el programa Oligonucleotid analisis de geneinfinity (Gene Infinity, 2016) que permite comprobar
si los parametros establecidos en Primer3 para el disefio se cumplen. Finalmente, se pidieron 35
cebadores de los genes candidatos seleccionados con mayor calidad.

Los pardmetros para el disefio de cebadores fueron: tamafio de entre 18 y 22 pares de bases,
amplificacién de un Unico producto de PCR de tamafio entre 100 y 200 pares de bases,
temperatura de anillamiento (Tm) minima de 57°C, méxima de 65°C y Tm Optima de 62°C, con
una diferencia maxima de 3°C respecto a los valores establecidos. Ademas, se comprobé que los
cebadores presentaran contenido de guanina-citosina (%GC) entre el 50 y el 60% y que este valor
fuera similar entre el primer directo o forward y el indirecto o reverse. Se eliminaron de la
seleccion cebadores con alto nivel de nucledtidos repetidos y con elevada auto
complementariedad.

Posteriormente, se validaron los cebadores mediante una PCR con gradiente de
temperatura. La PCR se realizé usando un termociclador (©Eppendorf AG) con un volumen final
de 15 uL que contiene 1 puL de ADNc (10 ng/uL), Taq polimerasa, tampon 10X, MgCl,, dNTPs
a concentracion 10 mM vy los cebadores directo e indirecto a una dilucion de 0’5 uL. El programa
de PCR const6 de las siguientes etapas: desnaturalizacion a 92° durante 2 minutos, seguido por
35 ciclos de desnaturalizacion 30 segundos a 92°, 30 segundos a una temperatura en gradiente
positivo de 55 a 62°, y 1 minuto a 72°, para dejarlo en elongacion final a 72° durante 5 minutos.
Se realiz6 la electroforesis de los fragmentos en geles de agarosa a concentracion 3% que se
visualizd mediante tincion con bromuro de etidio para corroborar que se producia una
amplificacién especifica por reaccion de PCR a temperatura 6ptima de un fragmento Unico.
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Por ultimo, se validd la eficiencia, que incluye el factor de amplificacién de los cebadores
(Ecuaciones 10 y 11) basada en la pendiente de la curva estdndar obtenida de las diluciones
seriadas de los cebadores en una gPCR. El méximo de eficiencia es el 100% y el valor de factor
de amplificacion 2, se obtendrian con una pendiente de -3’32.

-1
Eficiencia (%) = (10Pendiente - 1) x100 (Ecuacion 10)

-1
Factor de amplificacion (E) = 10Pendiente (Ecuacion 11)

3.5 gPCR
3.5.1 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 siguiendo el protocolo con TRIzol basado en la separacion
fenol-cloroformo establecido por Chomczynski y Sacchi (1987) modificado en algunos pasos
para maximizar la extraccion y calidad del ARN con 3 repeticiones de cada genotipo. Todos los
pasos del protocolo modificado se encuentran en el Anexo Il.

3.5.2 Limpieza ARN y cuantificacion

La limpieza del ARN se llevé a cabo usando el kit Danagene Plant RNA kit (Danagen-
Bioted S.L., Badalona, SP) para la eliminacion de posibles restos de impurezas y presencia de
ADN gendmico y posteriormente se realizo la cuantificacion del ARN mediante espectofotometro
(Nanodrop™).

Para corroborar que la limpieza se habia llevado a cabo eficientemente y habia una cantidad
significativa de ARN, se realizd una electroforesis en gel de agarosa concentracion 1% hasta
visualizar las bandas de ARN gruesas, sin observar degradacion por contaminantes o mala calidad
(Figura 2).

BN BEE s =B
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ARN extraido de raices de
pimiento y limpiado de genémico mediante Danagene Plant RNA Kit.

3.5.3 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNCc a partir del ARNm se realizé con el kit FastGene® Scriptase 11 cDNA
kit (Nippon Genetics Co. Ltd.), cuyo protocolo asegura la obtencion una eficiencia de reaccion
de, al menos, el 99% de una concentracion maxima de ARN de 10 ng/uL. Por lo tanto, se asume
que la concentracién obtenida de ADNCc es de 10 ng/uL.
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3.5.4 Optimizacion protocolo gPCR

Los cebadores se reconstruyeron a una concentracion de 10 mM. Posteriormente, se
seleccionaron aquellos genes con mayor aptitud para el estudio, concretamente, aquellos que
potencialmente presentaran sobreexpresidn en condiciones de deficiencia de P, con un amplicon
claro y condiciones de qPCR adecuadas.

La qPCR se llevé a cabo siguiendo el protocolo del kit Kapa SYBR® Fast qRT-PCR Master
Mix (2X) Kit (©Roche Sequencing) y con el programa informatico LightCycler® 480 version 1.5
(®Roche Molecular Systems, Inc.) cuyo programa consta de los siguientes pasos: 3 minutos a 95°
para activacion enzimatica, 40 ciclos que constan de dos pasos: amplificacion mediante
desnaturalizacion a 95° durante 10 segundos, 30 segundos a 60° para el anillamiento, 1 segundo
a 72° y toma del valor de Ct mediante curva de melting con 5 segundos a 95°, 1 minuto a 65° y de
5 a 10 minutos de 95° para la toma del valor de Ct finalizando con un enfriamiento a 40° durante
10 minutos. Para la optimizacion del método de qPCR para los genes de raiz, los parametros que
se modificaron fueron la concentracion de cebador, la concentracion de ADNc y el gen control
que se adecuaba mejor a las condiciones establecidas. Se probaron las concentraciones de cebador
100, 150 y 200 nM y concentraciones de ADNc 0,1, 1y 10 ng/uL.

Para la realizacion de la qPCR, se us6 una placa de 96 pocillos donde se incluia una curva
de calibracion para el gen constitutivo y una para el gen de interés, con las concentraciones 0,1,
1y 10 ng/uL. Tanto para el gen constitutivo como para el gen de interés, se incluyeron los dos
genotipos adige/adige y adige/numex, con 3 réplicas bioldgicas y 3 réplicas técnicas. En la placa
diseflada para optimizacion, de 96 pocillos, se incluyeron dos genes constitutivos, dos
concentraciones de cebadores, y las tres concentraciones de ADNCc, con 3 réplicas técnicas para
un mismo genotipo adige/adige en bajo P. Finalmente, cada pocillo para la reaccion de gPCR
contenia 10 uL, 0’2 uL de cada cebador a concentracién 200 nM, 5 uL del MasterMix del kit y
1 uL de ADNCc a concentracion final de 1 ng/uL.

3.5.5 Célculos expresion

El célculo de la expresion génica se realiz6 utilizando el método establecido por Pfaffl
(2001) de cuantificacion relativa de los genes respecto a la curva estandar de los genes control.

Este método matematico se desarroll6 con el objetivo de obtener resultados de alta
precision y reproducibilidad, con desviaciones en los resultados menores al 2’°5%. Con este
método, el ratio de expresion relativa se calcula basandose en las eficiencias de amplificacion de
los transcritos y la desviacion del punto de cruce de las muestras respecto al control sin necesidad
de establecer una curva previa de calibracion (Pfaffl, 2007).

Segun la formula de Pfaffl, el ratio de expresion génica se puede calcular de la siguiente
manera (Ecuacion 12):

(EGOI)ACt GOl

(E)m (Ecuacion 12)
HKG

Ratio de expresion génica =

donde Eco es la eficiencia de amplificacion del gen candidato y Enke es la eficiencia del
gen control calculado segun la siguiente ecuacion (Ecuacion 13):
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Eficiencia (%
! ( )) +1 (Ecuacion 13)

E - (
GOI/HKG 100
utilizando los valores de eficiencia obtenidos con la Ecuacion 7.

Los valores de ACtcoinke Se calculan como la diferencia entre el valor medio de Ct del gen
constitutivo (Xukc) Y el valor Ct medio de las 3 repeticiones de cada muestra (Xcor) (Ecuacion
14).

ACt = JEHKG - fCtGOl (ECUaCi()n 14)

La cuantificacion se llevé a cabo con los genes LPR1 y PHOL, que dieron los mejores
resultados durante la optimizacion con el gen constitutivo B-TUB.

4. RESULTADOS

4.1 Datos biométricos del cultivo de Capsicum

Con los datos fenotipicos obtenidos se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) con el
programa Statgraphics Centurion XVII (Statgraphics.net). Segln los resultados del ANOVA, no
hubo diferencias significativas en cuanto a biomasa total entre ambos genotipos (Figura 3a).

El peso fresco (PF) de hojas no vario entre genotipos ni entre tratamientos. El PF en tallo
tampoco tenia diferencias significativas entre genotipos o entre tratamientos. En cuanto al PF de
raiz si existen diferencias significativas entre variedades, 83’34+12’7 g en adige/adige y
74°09+£11°1 g en adige/numex, pero no existen diferencias significativas en cuanto a los
tratamientos (Figura 3b).

En el peso seco (PS), obtenido tras 3 dias de desecado del material vegetal, se observaron
diferencias significativas entre genotipos en cuanto a PS en hojas, 12°6+2 g en adige/adige y
10’942 g en adige/numex y tallo, 12°7+2 g en adige/adige y 10°9+2 g en adige/numex, pero no
se observaron diferencias con el tratamiento. Con el PS de raiz, no se obtuvieron diferencias
significativas debido al genotipo o al tratamiento (Figura 3c).

Los valores obtenidos en el ratio raiz/tallo para adige/adige fueron 0’909 en alto P y 0’891
en bajo P; y para adige/numex fueron 0’863 para alto P y 0’844 para bajo P. En ambos casos, los
valores eran ligeramente menores en condiciones de estrés por falta de P.
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Figura 3. Gramos de biomasa total (a), peso fresco (PF) (b) y peso seco (PS) (c) en hoja, tallo y
raiz en plantas cultivadas de los genotipos adige/adige (izquierda) y adige/numex (derecha)
sometidas a condiciones de alto y bajo fésforo (1.5 y 0.5 mM).
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4.2 Contenido en Py Parametros de Eficiencia

Se realizaron diversos ANOVA con los valores de contenido en P de diferentes 6rganos de
la planta. En este andlisis se observaron diferencias significativas en hojas dependiendo del
tratamiento, 0°38+0°03% en alto P y 0°34+0°04% en bajo P, muy similar en ambos genotipos.
Para el contenido en raices y el contenido promedio se observaron diferencias significativas
dependiendo del genotipo, del tratamiento y de su interaccion. Es decir, cada genotipo variaba su
contenido dependiendo de las condiciones de cultivo de la planta de pimiento obteniendo valores
mayores en adige/adige en cultivo con alto P en el medio. Los valores obtenidos fueron para raiz:
1785+0°5% en alto P y 0°80+0°1% en bajo P en adige/adige; y 1’01+0°4% en alto Py 0°71+0’1%
en bajo P en adige/numex. Y los valores promedio fueron: 1°11+0°3% en alto P y 0°58+0’05%
en bajo P para adige/adige; y 0°69+0°2% en alto P y 0°52+0°03% en bajo P para adige/numex
(Figura 4).

adige/adige adige/numex

m15mM 0.5 mM m1.5mM 0.5 mM

2.50
1.00 *

*
2.00
1.50 *
1.00 * .
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T T
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P hojas P raiz P promedio P hojas P raiz P promedio

Figura 4. Porcentaje (%) de contenido de fosforo (P) en hojas, raiz y promedio en plantas
cultivadas de los genotipos adige/adige (izquierda) y adige/numex (derecha) sometidas a cultivo
de 1.5y 0.5 mM de Pi. Los asteriscos marcan los casos en que hay una diferencia significativa en
el contenido de P entre tratamientos.

Los valores de PUpE para adige/adige y adige/numex fueron 47’38 mg Py 31’375 mg P
respectivamente y para PUtE fueron 0’575 mg PS/mg P y 0°088 mg PS/ms P. La PPUE y el PER
se calcularon para alto y bajo P. Para el PPUE se obtuvieron valores para adige/adige de 22’5 mg?
PS/mg P para 1’5 mM de P y 13 mg? PS/mg P para 0’5 mM de P y para adige/numex 20 mg?
PS/mg P para 1’5 mM de P y 54’5 mg? PS/mg P para 0’5 mM de P. Por Gltimo, los valores de
PER fueron iguales para ambos genotipos, 0’667 mg PS/mg P en alto P y 2 mg PS/mg P en bajo
P.

4.3 Genes candidatos

Mediante busqueda bibliografica, fueron seleccionados 71 genes candidatos a presentar una
sobreexpresion ante condiciones de estrés nutricional por déficit de P. Estos genes pueden
agruparse en las siguientes categorias: genes que acttan en la ruta de movilizacion del Pi, genes
relacionados con las rutas de deteccion y transporte de Pi, factores de transcripcion y genes que
actdan en el metabolismo de lipidos y esfingolipidos. Ademas, se seleccionaron los 3 genes
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constitutivos de raiz mas adecuados para actuar como gen control en pimiento: GADPH, UBI-3
y B-TUB (Paolacci et al., 2009; Wan et al., 2011).

Dado que no hay un estudio previo de genes de respuesta a falta de P en Capsicum, los
genes han sido descritos en especies modelo como Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2015; Muller
etal., 2007; Nilsson et al., 2010; Tran etal., 2010; Wu et al., 2003), especies de la familia
Solanaceae, como Solanum lycopersicum (Chen et al., 2007; Muneer y Jeong, 2015; Sung et al.,
2015), Solanum tuberosum (Gordon-Weeks et al., 2003) y Cucumis melo (Fita et al., 2011; 2012)
y otras familias de interés econdmico como la leguminosa Phaseolus vulgaris (Hernandez et al.,
2007) y la brasica Brassica napus (Ren etal., 2014). Ademas, se afiadieron al estudio genes
descritos en especies de cereales de alto interés econémico como Oryza sativa (Wasaki et al.,
2003), Zea mays (Calderon-Vazquez et al., 2008; Sun et al., 2016) y Triticum sp. (Schachtman
etal., 1997).

4.4 ldentificacion de posibles genes homologos

Los trabajos con Arabidopsis thaliana, han permitido el descubrimiento de numerosos
genes, la mayoria transportadores de Pi y factores de transcripcion relacionados con el
metabolismo de P y otros nutrientes esenciales. Estos genes presentan ort6logos en las principales
especies de las solanéceas, por tanto, es probable encontrar genes con las mismas funciones en
Capsicum annuum.

Con las secuencias proteicas de los 71 genes seleccionados principalmente de Arabidopsis
y Solanum lycopersicum y realizando un BlastP con la base de datos de proteinas de Capsicum
annum (cultivar CM334 version 1.55), se encontraron los genes potencialmente homdlogos. En
algin caso, cada gen potencial obtenia mas de una secuencia alineada en la base de datos.
Concretamente, 50 secuencias obtuvieron nicamente un alineamiento, 15 secuencias obtuvieron
dos alineamientos y 6 secuencias obtuvieron 3 alineamientos obteniendo un total de 98 secuencias
proteicas de Capsicum annuum candidatas a ser genes homologos. Se eliminaron aquellas
secuencias que no presentaban una identidad mayor al 60% y un HSP (High Scoring Pairs) mayor
a 200 dejando un total de 41 genes potencialmente homologos. Posteriormente, se seleccionaron
un total de 32 genes para realizar los analisis de expresion por su mayor relevancia en los puntos
clave en el metabolismo de Pi y teniendo en cuenta su expresién diferencial en raiz segun trabajos
previos (Tabla 2).

Tabla 2. Genes candidatos, locus en el genoma de Capsicum annuum, descripcion y actividad a nivel celular.

Gen Locus Descripcion Actuacion

B-TUB CA04921850 Beta tubuline Control

CalB CA03¢30840 pcz)'f;i“nm'depe”dem lipid-binding family Metabolismo de lipidos
G3P1 CA03g15600  Glycerol-3-phosphate transporter (putative) Deteccion y transporte de P
G3P4 CA06g12740  Transporter (putative) Deteccion y transporte de P
GADPH CA10g00750  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Control

LPR1 CA00g59390 Low Phosphate Root 1 - multicopper oxidase (l:gfr?sbollsmo secundario de
MYB108 CA05g16530 MYB transcription factor (putativo) Factor de transcripcion
NAC42 CA02g04820 NAC domain protein Factor de transcripcion
NAC-ERD1 CA09g12970  Jasmonic acid 2 Factor de transcripcion
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NITF
PAP17
PAP5
PDR2
PEPC1

PGDH1

PHF1

PHO1
PHO2
PHR1
PHR2
PHT1;1
PHT1;4
PLDP2
PPC3
PTF1
S6K2

SPX1
sQD1
SQD2
SULTR1;3
TSP
UBI-3
UDP-Gt

WRKY6/42
WRKY75

CA12910100
CA03g22880
CA04921260
CA08g09830
CA03g36140

CA03925870

CA12g05520

CA03g04840
CA02916120
CA06g01530
CA03924810
CA03g05830
CA04g00530
CA08g12640
CA10g01650
CA10g20700
CA03g11330

CA09g17720
CA08g02360
CA09906550
CA12910670
CA07g11180
CA06¢03040
CA09g02190

CA02918540
CAl11912710

ASF-1/G13 protein

Purple acid phosphatase 17

Purple acid phosphatase 5

p-type ATPase transporter (Fragment)
Phosphatase (putative)

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
(putative)

Phosphate transporter traffic facilitator 1

Phol-like protein (Fragment)

PHO2

Transcription factor (putative)

DNA photolyase (putative)

Inorganic phosphate transporter

PT2

Phospholipase d zeta (putative)
Phosphoenolpyruvate carboxylase (putative)
BHLH transcription factor

Ribosomal protein S6 kinase (putative)
Xenotropic and polytropic murine leukemia
virus receptor ids-4 (putative)
UDP-sulfoquinovose synthase
GDP-mannose-dependent alpha-
mannosyltransferase-like (putative)

Sulfate transporter 2

Tyrosine specific protein phosphatase family
protein

Ubiquitin-40S ribosomal protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase
family protein

WRKY1a transcription factor (putative)
WRKY transcription factor 75-like (putative)

Factor de transcripcion
Movilizacidn de fosfato
Movilizacién de fosfato
Deteccion y transporte de P
Factor de transcripcion

Deteccion y transporte de P

Deteccion y transporte de P

Deteccion y transporte de P
Deteccion y transporte de P
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Deteccion y transporte de P
Movilizacidn de fosfato
Metabolismo de lipidos
Movilizacidn de fosfato
Factor de transcripcion
Deteccion y transporte de P

Deteccion y transporte de P
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Deteccion y transporte de P
Movilizacién de fosfato
Control

Detecci6n y transporte de P

Factor de transcripcion
Factor de transcripcion

4.5 Validaciéon de cebadores

Se disefiaron dos parejas de cebadores (forward o directo y reverse o reverso) para cada
gen candidato, seleccionando finalmente, la pareja que tuviese mayor aptitud para obtener una
amplificacion efectiva (Tabla 3).

Tabla 3. Parejas de cebadores (directo y reverso) mas eficiente disefiado para cada gen

candidato y tamafio del amplicén en pares de bases.
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Gen Forward Reverse Tamafio (pb)
B-TUB TGGTGGAGAATGCTGATGAATGT TTCACAGCCAACTTCCGCAA 193
CaLB GCGGTTCGTGATGTTCGTAGC CCATAGGGTCATCTTTGCTGAAC 196
G3P1 AGCCGTGGGTTTTATTGAAGCA  ACAAGTTTCCAGCCTCCTCAT 170
G3P4 CCCTCGGGTTGGTTCGAC AGCAGAGAGATTCCCAGCAGA 199




GADPH
LPR1
MYB108
NAC42
NAC-ERD1
NITF
PAP17
PAP5
PDR2
PEPC1
PGDH1
PHF1
PHO1
PHO2
PHR1
PHR2
PHT1;1
PHT1;4
PLDP2
PPC3
PTF1
S6K2
SPX1
sQD1
SQD2
SULTRL;3
TSP
UBI-3
UDP-Gt
WRKY6/42
WRKY75

GGGAAGCTCACTGGAATGGC
TCCAGTTGAGCTTCGTGAACT
CGACCAGATGTTCGACGTGG
CCACCAAACACCTTCATGCTGA
AGCACCAAAAGGATCCAAGACT
TCCTTCCACAAATGACCGCT
GCCACGATCATTGCCTTGAG
TCAAACGTCGCCTACAACATCA
GTGGATGCTTGGCTGTTGTTCT
ACACTTGCTCTCATGGCTGC
GCAGTTGTTGGCGCTTTGAA
TGAGAACATTGAGCTCTGCAGGT
GCTGGCGATCGTCTTGGTGA
TGAGGCTGGATATGATGCACAGA
AGCATTGCGGTTACAGATGGA
ATGGGGCTCAACTGGCTGAT
TGGTCCAAACGCCACAACAT
CGAATTTTGGACCTAACGCGACT
GGACCACCTTGCCGAGATGT
TTGCGGTCCAACTACGAGGA
TCAATGAGACTTGCTGCGGT
AGGGACAAGATTAAGCTGCCA
TGGAAAATTACAGTGCCCTCAAC
CAGGCTGCTGTTGGACATCC
GATAGACTTCCAGATGCTCGGA
AGTCACAAGGCCGCGAACAG
TGTTGATTCACTGCAAACGCG
TCTCAAGGAGCAGTGGAGTCC
TGTGGACTGAACCTGCTTTGG
AAAGCTCGTGTCTCCGTCCG
ACCAAGGTACGCTTTCCAAACA

TGCCTTTAAGTGGACCCTCTGA
GCTGTGTCAACCTGGCGATG
TCCAGGAAGATGTTGAGCAATCT
CCACTGGGTCATTTTGCTGTCT
TGGCTGTATTCATTGCTGCGT
TCCCAAGGCAAGGAGACCC
ATGCCTTTGATCCTGCCCCA
CCTTGGCTGTGGTTGTGTCA
ACTTCTTGTTGGGTCCTCTAGC
TCTTTTCTTCCCTTCCTTAGCCA
CCACTTCCACCGGCAACAAG
AGTGATGTCCCAAACTGCAATCA
ACCCAAGCAACTCTCAAGACCA
TCCATCGGTTACCAAAGTGCTCT
ACATCATTTGGAGGCAGCGT
GCTCCCACACAAGCGGTTAC
TTTGGGATCCGTGGGCTGAG
CGCAGCGTATAGGAATCCGT
ACTTTCGACCTCAACTTCTCTGC
CGCAGTCTGAGTCGTTGTTTCA
GGTTTGTCCCTCGGTCCAGA
GCGCTTTCTTGCCTCCTTGT
GACGGGGAATAGACGGTCGA
CCTGGTTGTGCTGGATTGGC
ACAAGCCCCAATGTCTCCGA
TCCTCATCCATTAGCCATCTCAA
GATGTTAGGCACCACTTCTGC
GGGTCCGTCAACAGAGAGCA
ACCCTATGAACCACAGTCCAAA
ACAACCAACAGCCATCGTGC
ACTCCTTCATCCTTGGACAACC

142
198
111
144
174
149
81
135
197
110
152
106
189
167
110
119
154
143
162
104
138
87
188
122
185
185
85
75
190
141
180

Mediante PCR en gradiente de temperatura y electroforesis en gel de agarosa se vio que
solo 17 de los cebadores amplificaban de forma éptima, ya que 8 amplificaban inespecificamente
y 9 no amplificaban ningun fragmento, dejando un total de 17 genes para poder optimizar las
condiciones de gPCR y realizar el anlisis de expresion génica (Tabla 4). Por ejemplo, la pareja
de cebadores del gen NAC-ERD1 amplificaba especificamente a partir de una Tm de 57°5°
(Figura 5a), en cambio, la pareja de cebadores de MYB108 siempre amplificaba 2 fragmentos
(Figura 5b), la pareja de cebadores de SQD2 presentaba diversas amplificaciones inespecificas

(Figura 5c¢) y la pareja PAP5 no presentaba ningun amplicon.
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Tabla 4. Parejas de cebadores (directo y reverso) y su tamafio en pares de bases para cada gen
candidato que amplificaba un fragmento Unico en el genoma.

Gen Forward Reverse Tamafio
B-TUB  TGGTGGAGAATGCTGATGAATGT  TTCACAGCCAACTTCCGCAA 193
CaLB GCGGTTCGTGATGTTCGTAGC CCATAGGGTCATCTTTGCTGAAC 196
G3P1 AGCCGTGGGTTTTATTGAAGCA ACAAGTTTCCAGCCTCCTCAT 170
GADPH GGGAAGCTCACTGGAATGGC TGCCTTTAAGTGGACCCTCTGA 142
LPR1 TCCAGTTGAGCTTCGTGAACT GCTGTGTCAACCTGGCGATG 198
E s S 1 AGCACCAAAAGGATCCAAGACT  TGGCTGTATTCATTGCTGCGT 174
PAP17 GCCACGATCATTGCCTTGAG ATGCCTTTGATCCTGCCCCA 81
PHF1 TGAGAACATTGAGCTCTGCAGGT AGTGATGTCCCAAACTGCAATCA 106
PHO1 GCTGGCGATCGTCTTGGTGA ACCCAAGCAACTCTCAAGACCA 189
PHR1 AGCATTGCGGTTACAGATGGA ACATCATTTGGAGGCAGCGT 110
PHR2 ATGGGGCTCAACTGGCTGAT GCTCCCACACAAGCGGTTAC 119
PTF1 TCAATGAGACTTGCTGCGGT GGTTTGTCCCTCGGTCCAGA 138
SPX1 TGGAAAATTACAGTGCCCTCAAC GACGGGGAATAGACGGTCGA 188
SULTR1;3 AGTCACAAGGCCGCGAACAG  TCCTCATCCATTAGCCATCTCAA 185
UBI-3 TCTCAAGGAGCAGTGGAGTCC GGGTCCGTCAACAGAGAGCA 75
WRKY6/42  AAAGCTCGTGTCTCCGTCCG ACAACCAACAGCCATCGTGC 141
WRKY75 ACCAAGGTACGCTTTCCAAACA ACTCCTTCATCCTTGGACAACC 180

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos obtenidos por PCR en gradiente de
temperatura (de 52 a 60° en intervalos de 0’5 en cada pocillo) para los cebadores de los genes (a) NAC-ERD1,
(b) MYB108y (c) SQD2.

4.6 Optimizacion de lagPCR

4.6.1 Optimizacion del control interno

Las curvas estandar del gel GADPH mostraron eficiencias de valores E=12’89 para una
concentracion de cebador de 100nM, E= 34’62 para 150 nM y E=6"319 para 200nM (Figura 6).
Las curvas del gen B-TUB mostraron valores de E=1952 para 100nM y E=1’897 para 200nM
(Figura 7). Por tanto, como control interno, el mejor resultado se obtuvo usando el gen B-TUB
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como gen constitutivo a una concentracion de los cebadores de 100nM, y una temperatura de
anillamiento de 60° con 40 ciclos de amplificacion.
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Figura 6. Curvas de gPCR del gen GADPH a concentraciones de cebador (a) 100nM, (b) 150nM y
(c) 200nM en una muestra del genotipo adige/adige en condiciones de bajo fosforo.
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Figura 7. Curvas de gPCR del gen #~TUB a concentraciones de cebador (a) 100nM y (b) 200nM en
una muestra del genotipo adigg@dige en condiciones de bajo fésforo.




4.6.2 Optimizacion para los genes seleccionados

Los 5 genes candidatos que finalmente se seleccionaron por representar todos los procesos
de respuesta de la planta fueron PAP17 (movilizacion de fosfato), PHO1 (deteccion y transporte
de P), LPR1 (respuesta a estrés) y PHR1 y PHR2 (factores de transcripcion). Estos genes, segun
estudios anteriores, presentaban mayor expresién diferencial en raiz en las condiciones estudiadas
(Tabla 5).

Tabla 5. Genes candidatos seleccionados, locus en el genoma de
Capsicum annuum, descripcion y actividad a nivel celular.

Gen Locus Descripcion Actuacion

LPR1 CA00g59390 Low Phosphate Root 1 - multicopper oxidase ~ Metabolismo secundario de estrés
PAP17 CA03g22880 Purple acid phosphatase 17 Movilizacién de fosfato
PHO1 CA03g04840 Phol-like protein (Fragment) Deteccion y transporte de P
PHR1 CA06¢01530 Transcription factor (putative) Factor de transcripcion
PHR2 CA03g24810 DNA photolyase (putative) Factor de transcripcion

Los genes candidatos que presentaron mejores resultados durante la optimizacion de qPCR
fueron PHO1 y LPR1. Estos genes fueron seleccionados para realizar los primeros ensayos de
expresion dado que tenian los valores de eficiencia de amplificacion mas elevados: Epro=2"014
(Figura 8) y ELpr1=27036 (Figura 9).

. En el caso del gen PHR1 (Figura 10) (Epnr1=18’35), asi como en el caso del gen PHR2
(Errr2=2"976) (Figura 11), no fue posible la cuantificacion ya que las curvas estdndar no
representaban una recta cuantificable. En estos genes, junto con el PAP17 (recta inexistente), no
se consiguieron ver diferencias en las curvas entre las condiciones de alto y bajo P, por tanto, era

esperable que no existieran diferencias cuantificables en la expresién y se decidid no realizar los
calculos
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Figura 8. Curva estandar de la qPCR del gen PHO1 una muestra del genotipo adige/adige en
condiciones de bajo fdsforo.
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Figura 9. Curva estandar de la qPCR del gen LPR1 una muestra del genotipo adige/adige en

condiciones de bajo fdsforo.
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Figura 10. Curva estandar de la qPCR del gen PHR1 una muestra del genotipo adige/adige en

condiciones de bajo fésforo.
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4.7 Expresion génica

Para los genes PHO1 y LPR1 se realiz6 la cuantificacion. Tras normalizar los valores de
Ct obtenidos con la gPCR y calcular los valores de expresion con el método Pfaffl, estos variaban
en valor medio entre 0’758 y 1’585 en alto Py 0’649 y 1’122 en bajo P para el gen PHO1 (Tabla
6) y 0’805y 1’856 en alto P y 0’530 y 1’879 para el gen LPR1 (Tabla 7). Es decir, no se observd
sobreexpresion de PHOL1 y LPR1 en raices en condiciones de déficit de P dado que los valores

son muy heterogéneos y no llegan a un valor suficientemente elevado.

Tabla 6. Valores medios de expresién del gen PHO1 siendo P1, P2 y P3 la media
del valor de expresion de 3 réplicas técnicas para cada réplica bioldgica.

Ratio de expresién

P1
P2
P3

adige/adige adige/numex
1.5mM 0.5mM 1.5mM 0.5 mM
1.311 0.965 1.585 0.653
0.996 0.739 1.800 0.752
1.391 0.649 0.758 1.122

Tabla 7. Valores medios de expresién del gen LPR1 siendo P1, P2y P3 la
media del valor de expresion de 3 réplicas técnicas para cada réplica biologica.

Ratio de expresién

P1
P2
P3

adige/adige adige/numex
1.5 mM 0.5 mM 1.5 mM 0.5 mM
1.052 1.879 0.852 0.530
1.856 1.506 1.124 0.745
0.805 0.655 1.147 0.980

En cuanto a los genotipos, los datos parecen indicar que las expresiones son un poco mas
elevadas en condiciones de alto P en adige/numex en el caso del gen PHOL1 y expresiones mas
elevadas en condiciones de bajo P en adige/adige en el gen LPR1. Sin embargo, en ningun caso
se observd homogeneidad en los valores ni diferencias estadisticamente significativas (Figura

12).

Dada la baja respuesta fenotipica a los tratamientos de P y las pocas diferencias observadas
entre los genes evaluados, no se procedio a realizar el analisis de expresion con los genes PHR1,

PHR2 y PAP17.
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NIVEL DE EXPRESION
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Figura 12. Grafico comparativo de los niveles de expresion en los genes PHO1 (a) y LPR1 (b) en
los genotipos adige/adige y adige/numex en condiciones de cultivo de 1.5mM y 0.5mM de fésforo
en el medio.

5. DISCUSION

Los resultados del ensayo biométrico parecen indicar que ambas combinaciones tienen el
mismo vigor en su crecimiento, no hay evidencia de una diferencia de comportamiento durante
el cultivo. El tratamiento de bajo insumo en P parece que redujo un poco el crecimiento de las
plantas, pero no suficiente para ser significativo. Esto puede ser debido a que las plantas poseian
reservas de la fase inicial de formacion del injerto, donde no fueron sometidas a diferencias de
abonado.

La concentracion de fosforo de las hojas tampoco se vio demasiado alterado al contrario
que el de las raices. Cabe recordar que la parte aérea era en ambos casos de Adige, mientras que
las raices diferian. La raiz era Adige acumulaba méas P en el tratamiento 1’5 mM, cosa que no
ocurrio en el caso de Numex X. Esto puede indicar que Adige y Numex X son patrones distintos
para mantener la homeostasis de P. Como ya se ha dicho, este aumento de P no se vio reflejado
en la parte aérea. Asi, Adige en condiciones de alto P estaria adquiriendo mas P, pero no lo estaria
translocando a la parte aérea. En el caso de Numex X, la adquisicion de P se mantiene en los dos
tratamientos tanto en raiz como en parte aérea. Al no llegar a haber deprivacién importante de P
no podemos declarar si Numex X seria apto para condiciones de bajo P, pero si podemos decir
gue Adige responderia acumulando méas P en la raiz con incrementos en la fertilizacion.

La respuesta diferencial frente a los aportes de fosforo ha sido descrita anteriormente en
pimiento, donde algunos genotipos destacan por su eficiencia en la adquisicién de P y otros en la
eficiencia en su uso o PUE (Pereira-Dias et al., 2020). Estos valores también son coherentes con
los obtenidos en trabajos anteriores de tomate (Wang et al., 2002; Xu et al., 2007; Muneer and
Jeong, 2015), arroz (Wasaki et al. 2003) y maiz (Calderén-Vazquez et al., 2008; Sun et al., 2016).
Sin embargo, en este trabajo se obtienen valores de PUpE y PULE significativamente bajos. Esto
indica que las plantas no respondieron correctamente al tratamiento de fertirrigacion y no fueron
capaces de absorber P, concretamente, los bajos valores de PPUE en bajo P indican que no son
capaces de transformar este P en biomasa. EI PER relaciona la biomasa cosechada con el P total
acumulado en planta, y valores elevados, como en este caso, indicarian que, en bajo P, son capaces
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de generar biomasa con bajo P, sin embargo, con los valores anteriores, la hipotesis mas razonable
es que no fueron capaces de absorber y utilizar P del suelo, sino que las plantas crecieron gracias
a sus reservas de P acumuladas durante el cultivo.

Todos los trabajos tienen algo en comuin y es la drastica reduccién de valores de
acumulacion de P en tallos y hojas respecto a raices, que aqui se observa también en cierta manera
si consideramos los valores del tratamiento de 1’5 mM como los habituales.

El hecho de que no se observaran diferencias importantes a nivel de biomasa y
concentracion de P entre tratamientos parece indicar que las cantidades de P del tratamiento de
bajo P eran suficientes para sustentar el desarrollo de la planta en el estadio en que se evaluaron.
Las cantidades de fertirrigacion de P para pimiento suelen ir entre los 0’5y 1’5 mM (Pereira-Dias
et al., 2020). Para futuros estudios recomendamos una deprivacion total de P para poder observar
diferencias claras.

Ante la gran cantidad de genes potencialmente candidatos que se obtuvieron en primera
instancia, fue necesario establecer unos criterios de seleccion que dejaran aquellos los genes que,
potencialmente, presentaran mayor expresion en raiz. Para ello se seleccionaron, de los 71 genes
potencialmente candidatos, aquellos que, segln la bibliografia del Anexo | presentaban mayor
diferencia positiva de expresion en raices dejando el total de 32 genes candidatos. Sin embargo,
con los cebadores disefiados se redujo la listaa 17 genes candidatos, ya que, aunque son disefiados
teniendo en cuenta que solo alineen en una regién del transcriptoma, en algunos casos las
condiciones fueron demasiado restrictivas y no se pudo amplificar correctamente el fragmento, y
en otros casos, los cebadores amplificaban diferentes puntos del transcriptoma. Es posible que, al
disefar teniendo en cuenta los puntos de unidn de los exones, los cebadores disefiados se alinearan
con otra secuencia no especifica. En el caso de la seleccion de genes para la optimizacion de la
gPCR, se decidi6 analizar genes que representaran los principales procesos metabélicos en los
que intervenia el P. En primer lugar, un gen de respuesta a estrés tanto biético como abi6tico,
como es LPR1, en segundo lugar, un gen de deteccion y transporte de P, PHOL, en tercer lugar,
el gen PAP17, involucrado en la movilizacion del fosfato, uno de los genes principales de
respuesta ante deficiencia de P; y por ultimo, dos factores de transcripcion, PHR1 y PHR2, de
respuesta a Pi (Del Vecchio et al., 2014; Muller et al., 2007; Nilsson et al., 2010).

Durante la optimizacion de la gPCR, se vio que los 5 genes candidatos seleccionados no
presentaban grandes diferencias de expresion dependiendo del tratamiento. PHR1 intervendria en
el aumento de absorcion de P por las raices, controlando respuestas como acumulacion de
antocioninas y relacionado con el metabolismo de azucares acumulando almidon necesario para
la fotosintesis y el metabolismo energético. En los mutantes phrl, se veia interrumpido el
transporte de P. PHR2 no se encuentra descrito tan detalladamente, no obstante, su actividad
radicaria en unirse a motivos P1BS en el promotor de genes que expresan fosfohidrolasas
inducibles (PSI) para sobreexpresarlas y aumentar la absorcién y removilizacion de Pi para
mantener la homeostasis (Wang et al., 2002). Sin embargo, este no es el primer trabajo donde no
se ha observado una respuesta significativa de ambos factores de transcripcion, por tanto, no seria
uno de los responsable potenciales de la respuesta a deficiencia de P (Misson et al., 2005;
Morcuende et al., 2007; Muller et al., 2007; Rubio et al., 2001). LPR1 seria otro regulador de la
actividad del meristemo apical radicular (RAM) y la arquitectura radicular mediante actividad
oxidasa. Ante unas condiciones en las que se reduce el crecimiento radicular, seria esperable una
variacién en la expresion de LPR1 ya que ha sido considerado uno de los llamados sensores para
la deteccion de los niveles de P externos (Svistoonoff et al., 2007). PHO1 tendria como funcion
transportar el Pi al xilema y también ser un sensor externo de los niveles de P, por lo tanto se
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encontrarian alterados ante deficiencia de Pi para tratar de aumentar la absorcion de Pi del medio
y recobrar la homeostasis (Delhaize y Randall, 1993; Stefanovic et al., 2007). Las PAP son uno
de los principales enzimas necesarios para la movilizacién de Pi dentro y fuera de la planta.
PAP17 concretamente, permitiria la degradacién de tejidos antiguos en la planta para la
translocacion de Pi al resto de la planta (Del Pozo et al., 1999; Del Vecchio et al., 2014).

Finalmente, se seleccionaron para realizar los primeros calculos de expresion (Pfaffl, 2001;
2007) los genes LPR1 y PHO1, que actuan directamente sobre el metabolismo primario de Pi y,
por tanto, era mas probable que se vieran sobreexpresados ante su deficiencia. Al ver que estos
genes no presentaban diferencias de expresion, se decidié no analizar los genes candidatos
PAP17, PHR1 y PHR2 y revisar cada paso del ensayo con detenimiento, para encontrar en qué
punto se habia podido cometer un error de disefio que impedia que los genes presentaran una
expresion diferencial. Dado que cada paso del ensayo en el laboratorio habia tenido un punto de
control de calidad posterior, se llegd a la conclusién que habia sido durante el cultivo en el
invernadero cuando no se habian puesto a punto las condiciones para que las plantas tuvieran un
estimulo suficiente que modificara su patron de expresion.

La expresion génica es variable en el tiempo, los genes implicados en el metabolismo,
transporte y homeostasis del P participan en multitud de procesos. La variabilidad de expresion
celular, sumada a la variabilidad debida a las plantas, muestreo y subsiguientes pasos del analisis
hacen que para ver diferencias entre genes implicados en varias funciones se necesite un estimulo
fuerte y muestrear en un tiempo corto tras el estimulo (Fita et al., 2012; Gordon-Weeks et al.,
2003; Liy Lan, 2015; Misson et al., 2005; Muneer y Jeong, 2015; Xu et al., 2007). De otra forma,
la respuesta por asi decirlo, se diluye. Esta accion sumada al hecho de que las dos concentraciones
de P no eran muy distintas entre si hizo que fuera dificil observar diferencias entre los genes
estudiados. Por tanto, se puede establecer un nuevo disefio experimental que permita, durante el
cultivo, establecer un estrés controlado en la planta que favorezca la sobreexpresion de genes
interesantes en el metabolismo de Pi. Segun distintos estudios, el modo 6ptimo de obtener
respuesta es crear un estrés corto e intenso. Es decir, un mejor disefio experimental seria eliminar
por completo el P de la nutricion vegetal en un cultivo hidropdnico cuando la planta llegue a un
crecimiento de un nimero determinado de hojas verdaderas. Ademas, para poder generar un mapa
de expresién temporal en raices, se podrian coger muestras a distintos tiempos del experimento,
para ver distintas etapas en la respuesta y evitar asi que la planta se adapte a las nuevas condiciones
y se estabilice la expresion génica.

Todos los trabajos parecen indicar que el momento Optimo para aplicar el estrés por
deficiencia nutricional es cuando las plantulas llevan en cultivo con medio equilibrado 10 dias.
En cambio, hay mucha diversidad en la forma de aplicar el tratamiento y el tiempo al que se deben
coger las muestras. En trabajos en especies modelo como Arabidopsis thaliana, se eliminé por
complejo el P del medio de cultivo (Li y Lan, 2015; Misson, 2005) asi como ocurri6 en trabajos
de la familia de las solanaceas como tomate, patata y melon (Wang et al., 2002; Xu et al., 2007;
Fitaetal., 2012; Gordon-Weeks et al., 2013; Muneer and Jeong, 2015) o en cereales como el maiz
(Calderdén-Vézquez et al., 2008; Sun et al., 2016) o el arroz donde, ademas, fue necesario eliminar
de la semilla las reservas de P con un tratamiento de CaCl, (Wasaki et al. 2003). En leguminosas
0 brésicas, en cambio, no es posible la eliminacion total de P del medio, como en judia donde se
dejo creciendo a 5 um (Hernandez et al. 2007) o la colza, que se dej6 a 1um (Ren et al., 2014).
Todo parece indicar que Arabidopsis thaliana, las solanaceas o los cereales son més resilientes a
una falta total de Pi, sin embargo, otras especies de cultivo como las brasicas o leguminosas, no
pueden sobrevivir sin un minimo de Pi en el medio de cultivo. En cuanto al momento de
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recoleccion de las muestras, hay poco consenso en cual es el momento mas adecuado para la
recoleccion. Por ello, en numerosos trabajos se decanta por un ensayo de expresion mas amplio,
teniendo en cuenta la respuesta a corto (1, 2, 3 horas) medio (12, 24, 48 horas) y largo plazo (1,
2, 3 semanas) (Chen et al., 2014).

En conclusion, hay una gran diversidad en el disefio experimental para un mismo objetivo,
ya que depende de la respuesta fisioldgica y la capacidad de adaptacidn de las especies. En este
trabajo no se ha conseguido ver diferencias en los principales genes de respuesta al metabolismo
de P. Sin embargo, se ha establecido un protocolo optimizado de extracciéon de ARNmM,
retrotranscripcion, disefio de cebadores, y qPCR en tiempo real para futuros estudios de
cuantificacion de genes de raiz en pimiento ante deficiencia de nutrientes. Concretamente, se han
descrito los principales genes candidatos con sus respectivos cebadores para realizar un nuevo
estudio de expresion en deficiencia de P en Capsicum.

6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabajo no ha obtenido los resultados esperados debido a que el cultivo no se dio de
forma Optima para activar los genes de respuesta. De forma genérica, se concluye que las
condiciones de deficiencia de fosforo deberian ser més acusadas durante el periodo de cultivo.
Ademas, se plantea en este trabajo la necesidad de evaluar la respuesta ante un estrés a corto,
medio y largo plazo, que permitiria conocer los mecanismos de tolerancia. Para ello, seria
necesario el cultivo en deficiencia de fosforo durante diferentes estadios de desarrollo de la planta
y en aplicaciones asimétricas con replicas en exposicion a condiciones de estrés durante periodos
de tiempo crecientes.

Sin embargo, es necesario destacar que si se ha permitido optimizar el protocolo de anlisis
de expresion mediante RT-gPCR, desarrollando a su vez cebadores de alta calidad para los genes
implicados, y es el primer trabajo del que se tiene constancia de busqueda de genes en respuesta
a carencia de P en pimiento. Por tanto, podriamos decir que este informe siembra las bases para
establecer nuevos estudios génicos de expresion en raiz de pimiento en condiciones de falta de P.

En el marco biotecnolégico y de mejora actual, donde uno de los principales objetivos es
el desarrollo de nuevos cultivares con caracteres que aporten mayor eficiencia y rendimiento, la
comprension de los mecanismos de respuesta de las especies de mayor interés econémico es clave.
Estudios como el que se presenta, permitiran la comprension y el desarrollo de plantas con
tolerancia a estreses abioticos para utilizar nuevas tierras de cultivo y adaptarse asi a los cambios
que se prevén, climaticos y poblacionales.
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ANEXO 1.

Metodologia empleada para extraccion de ARN. Método del
TRIzol modificado.

Triturar 50-100 gramos de material vegetal en un tubo eppendorf

Afadir 500 uL de TRIzol en campana de extraccion de gases y mezclar

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

Afiadir 100 pL de cloroformo y agitar durante 15 minutos en campana de extraccion
Incubar 3 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm y 4°

N o o &~ w b oE

En la bancada, afadir en un tubo eppendorf limpio 250 pL de isopropanol v,
posteriormente, el sobrenadante de la centrifugacion

8. Precipitar la fase acuosa incubando 10 minutos a 4° y eliminar el isopropanol

9. Lavar con 1 mL de etanol al 75% y resuspender el precipitado

10. Centrifugar 5 minutos a 7.500 rpm y 4°

11. Eliminar el etanol

12. Secar y resuspender en 30-40 uL de agua pura (segun el tamafio del precipitado)

13. Congelar las muestras a -80 °©
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