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Resumen

Las especies silvestres de papa tienen una extensa distribucion geografica y una amplia
variabilidad fenotipica, aunque poco se sabe sobre los mecanismos que operan en las
respuestas a las fluctuaciones ambientales. Se sugiere que mecanismos epigenéticos
participarian en la generacion de variabilidad fenotipica posibilitando la aclimatacion y
adaptacion de las plantas a diversos retos ambientales. Para avanzar en estos interrogantes
se utilizd un modelo experimental en el que se cultivaron clones de la especie silvestre de
papa Solanum kurtzianum dentro de la Reserva Natural Villavicencio, Mendoza, en dos
jardines experimentales (JE) ubicados a 1100 y 2100 m s.n.m., diferencia en altitud que
genera variaciones significativas en los niveles de radiacion, temperatura y humedad. Se
observaron diferencias significativas en el fenotipo entre plantas cultivadas en los diferentes
JE. Con la técnica MSAP (Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism) se
distinguieron patrones de metilacién diferenciales entre clones en funcién al JE en que
fueron cultivados. Se encontré correlacion significativa entre variabilidad fenotipica y
epigenética (R?=0,27; p=0,013). Estas observaciones sugieren que la variabilidad
epigenética participa en la respuesta a cambios en las condiciones ambientales y tendria un

rol importante en la adaptacion y/o aclimatacion de S. kurtzianum.

Palabras clave: Metilacion del DNA, MSAP, Parientes silvestres de los cultivos, Solanum

seccion Petota, Trasplantes reciprocos.

\nﬂ Aseciacién de Universidades
'% § GRUPO MONTEVIDEO

)

~ HM&HYO CENTENARIO
NACIONAL DE CUYO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA



mailto:veronicanoeibanez@gmail.com

xxvl jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES SABER TE HACE LIBRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

Introduccion

El ambiente en el que se
desarrollan las poblaciones naturales esta
cambiando. La variabilidad intraespecifica
es el insumo fundamental para afrontar
nuevos desafios climaticos. La variabilidad
genética generada por diferencias en la
secuencia del DNA (i.e. diversidad alélica;
Violle et al., 2012) es la principal fuente de
variabilidad intraespecifica. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado que
los mecanismos epigenéticos también
contribuyen al origen de esta variabilidad
(Medrano et al., 2014; Richards, 2011). La
variabilidad fenotipica no asociada a la
diversidad alélica es lo que se conoce
como variabilidad epigenética.

La metilacion de las citosinas es el
mecanismo epigenético mas estudiado
(Richards, 2011). Diversos trabajos han
documentado cambios en los patrones de
metilacién inducidos por el ambiente
(Dowen et al., 2012; Verhoeven et al.,
2010; Verhoeven et al., 2016). También se
sugiere que estos efectos inducidos por el
ambiente pueden afectar caracteres de
importancia ecologica (Cortijo et al., 2014;
Cubas et al., 1999; Johannes et al., 2009;
Richards, 2011; Zhang et al., 2013).

Diversos estudios en poblaciones
naturales se han enfocado en descifrar el
rol de la variabilidad epigenética como
fuente de diversidad intraespecifica y sus
consecuencias ecologicas estan siendo

consideradas (Alonso et al., 2014,
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Kellenberger et al., 2016; Wilschut et al.,
2016).

Los diferentes fenotipos que puede
expresar un genotipo dado en diversos
ambientes es lo que se conoce como
plasticidad (Pigliucci, 2005; Schlichting,
1986). En plantas con reproduccion
asexual, la plasticidad fenotipica le
permite a los individuos optimizar su
performance para adaptarse a nuevos
ambientes (Kooke et al., 2015; Nicotra et
al., 2015). Por lo tanto, las especies
clonales ofrecen un modelo experimental
para estudiar cambios epigenéticos
inducidos ambientalmente y su rol en la
generacién de plasticidad fenotipica.

Uno de los cultivos mas
importantes para la alimentacién humana
es la papa, Solanum tuberosum L. (FAO,
2014). La misma, presenta cientos de
especies silvestres distribuidas a lo largo
de los Andes en América (Spooner, 2009).
Una de las grandes preguntas a resolver
es como este grupo de plantas logré
adaptarse a ecosistemas tan
contrastantes como desiertos, regiones
costeras o valles andinos. Diversas
investigaciones han evaluado diferentes
especies con un amplio numero y tipo de
marcadores moleculares y han mostrado
la falta de correlacién entre la variabilidad
genética, morfolégica y la distribucion
geografica; tampoco ha sido exitoso el uso
de factores biogeograficos  como
predictores de la resistencia a pestes y

enfermedades (Bedonni & Camadro,
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2009; Del Rio et al., 2001; Jansky et al.,
2009; McGregor et al., 2002; Spooner,
2009). Estos resultados indican que en
adicién a la variabilidad genética otros
mecanismos estarian operando en la
generacion de la amplia variabilidad
morfoldgica.

Solanum  kurtzianum Bitter &
Wittm. crece en la region arida del oeste
argentino, a lo largo de una transecta de
aproximadamente 900 km de extension y
desde los 1082 a los 2490 m s.n.m.
(Hijmans, 2002; Marfil et al., 2015). Esta
especie perenne ha sido utilizada en
programas de mejoramiento de la papa
cultivada con éxito (Marfil et al., 2015). La
reproduccion sexual a través de semillas y
la reproduccién asexual a través de
tubérculos, juegan un rol importante en
poblaciones naturales. Por un lado, las
semillas permiten el establecimiento de
las poblaciones y es fuente de variabilidad
genética. Por otro lado, los tubérculos son
importantes para el mantenimiento de las
poblaciones en diversas condiciones
climaticas (Marfil et al., 2015).

El presente trabajo fue realizado
con S. kurtzianum, especie que crece
naturalmente en la Reserva Natural
Villavicencio (RNV), Mendoza. El objetivo
del trabajo fue evaluar la variabilidad
epigenética a través de la metilacion del
DNA vy la variabilidad fenotipica en clones
cultivados en sitios de condiciones
microclimaticas contrastantes. Para ello,

se establecieron dos jardines
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experimentales (JE) dentro de la RNV.
Uno se localizé a 1141 m s.n.m. (JE1100)
y el otro a 2113 m s.n.m. (JE2100).
Objetivos

L. Caracterizar la temperatura
atmosférica y del suelo y la humedad
relativa del aire en los JE ubicados a dos
altitudes contrastantes dentro de la RNV.
Il Analizar la variabilidad epigenética
de clones de S. kurtzianum cultivados en
los JE.

lll. Analizar la variabilidad fenotipica

de los clones cultivados en los JE.

Materiales y Métodos
Diseno experimental

Dos JE fueron establecidos dentro
de la RNV, Mendoza, Argentina: el JE
1100 localizado a 1141 m s.n.m. (S
32°34'39.57", O 68°56'45.65") y el JE
2100 a 2113 m s.n.m. (S 32°35'6.47", O
69°5'56.85"). En ambos jardines, plantas
de tres genotipos (G1, G2 y G3) fueron
cultivados desde enero del afio 2017 en
macetas de 10 L con sustrato enriquecido
con materia organica y autoclavado para
su esterilizacién. Seis replicas biologicas
(i.e. clones obtenidos de tubérculos) por
genotipo fueron usados en cada JE (n=6).
Los clones fueron distribuidos en cada JE
mediante disefio completamente al azar
(Ibafiez et al., 2017).
Extraccion de DNA

Para uniformizar un estado
fenoldgico se recolectd hojas apicales

seleccionando todas aquellas plantas que
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estuvieran florecidas. La extraccién de
DNA se llevdo a cabo de acuerdo al
protocolo descripto en Marfil et al. (2009).
Variabilidad epigenética

Se utilizd la técnica MSAP
(Methylation

Polymorphism)  para

Sensitive Ampilification
caracterizar la
variabilidad epigenética. Brevemente, la
técnica evalla secuencias anonimas del
genoma que contienen diferencias en la
metilacion de las citosinas del sitio de
corte de las enzimas Hpall y Mspl (5-
CCGG-3'). El protocolo se realizd de
acuerdo a lo descripto por Cara et al.
(2014). La reaccion de amplificacion
utilizando  tres

selectiva se realizd

combinaciones de cebadores. Los
productos finales de amplificacién fueron
separados por electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 6% y
tefidos con plata siguiendo el protocolo
descripto por Benbouza et al. (2006). Para
analizar los datos de MSAP, la presencia
de fragmentos en Hpall indica Ila
metilacién de la citosina externa y la
presencia en Mspl indica la metilacion en
la citosina interna del sitio de corte en
ambas cadenas. Mientras que Ila
presencia o ausencia de fragmentos en
conjunto indica, ninguna o todas las
citosinas  metiladas,
(Salmon et al., 2008).

Caracterizacion del ambiente

respectivamente

Se reqgistr6 la  temperatura
atmosférica y del suelo y la humedad

relativa (HR) del aire en cada JE utilizando

\nﬂ Aseciacién de Universidades
'% g‘ GRUPO MONTEVIDEO

2= 8 UNIVERSIDAD
® NACIONAL DE CUYO

sensores data logger (iButton Hygrochron,
Maxim Integrated, USA).
Variabilidad fenotipica
Morfologia foliar

Se tomd la sexta y séptima hoja de
cada planta y mediante fotografias se
analizé el area foliar total, area del foliolo
terminal y longitud del raquis. Se utilizo el
software AxioVison (AxioVision Viewer
4.8, Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Alemania). El espesor de las hojas fue
estimado a través de la relacion entre area
y peso de dos discos de hojas. Para ello,
se tomaron 2 cm? de disco de hojas y se
secaron a 40°C hasta peso constante. Se
determino la concentracion de
compuestos fotoprotectores UVACs (UV-
Absorbing Compounds) y antocianinas a
partir de los disco de hojas, siguiendo el
protocolo descripto por Berli et al. (2010).
Tubérculos

Se cosecharon individualmente los
tubérculos de cada una de los clones en el
mes de agosto. Fueron conservados hasta
octubre a 4 °C. Posteriormente, fueron
colocados a 24 °C para registrar el
namero de tubérculos que rompen
dormicion y la longitud del brote por
medicion directa con calibre. Se determiné
el numero total, el peso total y peso medio
de los tubérculos.
Anidlisis de datos
Variabilidad epigenética

Para determinar las relaciones
entre los clones de cada JE, se utilizé el
coordenadas

andlisis de principales
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(ACoP) con el softwarte InfoStat (InfoStat
version 2017 software; Grupo InfoStat,
Coérdoba,

matrices de

Argentina). Se obtuvieron
utilizando el
coeficiente Dice (Marfil et al.,, 2015;
Sneath et al., 1973). El efecto de los JE

fue evaluado mediante el analisis de

distancia

varianza de las matrices de distancia con
la funcion adonis del paquete vegan de R
(Oksanen et al., 2018). Esta funcién
permite diferenciar la media de los grupos
a través de la particién de las fuentes de
variabilidad y con test de permutacion,
permite obtener la significancia de las
particiones.
Variabilidad fenotipica

Para determinar las relaciones
entre los clones de cada JE para numero
de foliolos laterales en la sexta y séptima
hoja, espesor foliar, longitud de raquis en
la sexta y séptima hoja, peso medio de
tubérculos, longitud del brote, porcentaje
de tubérculos brotados, numero de
tubérculos, antocianinas, UVACs y area
foliar de la sexta y séptima hoja se realizo
un analisis de componentes principales
con InfoStat.
Correlaciones
La correlacién lineal entre las matrices de
distancia de variabilidad epigenética y
variabilidad fenotipica fue evaluada
mediante el test de Mantel usando
InfoStat

Resultados

Variabilidad climatica
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La temperatura atmosférica (Fig.

1), humedad relativa (HR; Fig. 2) y
temperatura del sustrato (Fig. 3) fueron
registrados durante el ciclo de cultivo en
cada JE. Desde el comienzo del cultivo
hasta la cosecha (enero a septiembre), el
JE2100 fue mas frio y humedo que el JE
1100. La temperatura media anual y la HR
fue 33% mas baja y 17% mayor en el
JE2100 respecto a la registrada en el
JE1100 (10,6°Cy 71% vs 15,9°C y 59,2%,
respectivamente).
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Fig. 1. Variabilidad climatica entre
jardines experimentales (JE) ubicados
en un gradiente altitudinal natural.
Temperatura media diaria para A. JE1100
y B. JE 2100.

Ademas, en el periodo vegetativo, entre
enero y marzo, el JE1100 fue mas caélido y
seco. Las diferencias en temperatura
fueron 34% mayor respecto al JE2100
(26.1°C vs 19.5°C, respectivamente).

Las diferencias en HR fue 26% menor en
el JE1100 que en JE2100 (45% vs 61%,
respectivamente). Asi mismo, en otofio e

invierno se observd la misma tendencia

3 UNCUYO J EEL»_

==& UNIVERSIDAD
® NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA
SABER TE HACE LIBRE

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

entre JE. La temperatura en JE2100 fue
menor a 10°C y la HR mayor al 75%
(6.1°C y 76%). Mientras tanto, en JE1100
se observé lo contrario: la temperatura fue
mayor a 10°C y la HR menor al 75%
(10,8°C y 66%).

temperatura media del

Las diferencias en
suelo fueron
similares a las observadas para la
temperatura atmosférica (Fig. 3). Desde
enero a septiembre las temperaturas del
suelo fueron 22.6% mayores en el JE1100
que en el JE2100 (19.5°C vs 15.9°C).
Desde el periodo vegetativo entre enero y
marzo, las temperaturas fueron 33%
mayores en el JE1100 que en el JE2100

(27.5°C vs 20.7°C).

Fig. 2. Variabilidad climatica entre
jardines experimentales (JE) ubicados
en un gradiente altitudinal natural.
Humedad relativa (HR) media diaria para
A, JE1100 y B, JE2100.

Variabilidad epigenética
Se establecieron claras diferencias

entre genotipos en funcién del jardin
donde fueron cultivados (Fig. 4). Esta
tendencia fue confirmada con el analisis
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multivariado de la varianza y de la
variabilidad total, los JE explican el 23%

(p-valor=0,0001).
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Fig. 3. Variabilidad climatica entre
jardines experimentales (JE) ubicados
en un gradiente altitudinal natural.
Temperatura del sustrato media diaria
para A, JE1100 y B, JE2100.
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Fig. 4. Variabilidad epigenética entre
jardines experimentales (JE) ubicados
en un gradiente altitudinal natural.
Representacion de la  variabilidad
mediante coordenadas principales de la
metilacién del DNA basado en la matriz
binaria obtenida con marcadores MSAP
para el JE1100 (puntos negros) y el
JE2100 (puntos grises).
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Variabilidad fenotipica
Se observaron diferencias

significativas (p<0,05) entre los JE para la

longitud del raquis, el niumero de foliolos

laterales en la séptima hoja, en la

0,01DOs4cm?) y longitud del brote (20 cm
vs 10 cm) que los clones cultivados en el
JE1100 (p<0,05).

Mediante el analisis de componentes

principales (Fig. 5), se observd que el

concentracion de UVACs y antocianinas y JE1100 estuvo relacionado con mayor

en la longitud del brote del tubérculo. : . .
espesor de hoja, numero de foliolos

laterales, longitud del raquis, peso medio y

AFT

total de tubérculos; mientras que el

JE-2/G1
JE-1/G2 [ ]

2,5

JE2100 mostré asociacion con altos

AF7H
LR7H ~ NFL7H AF 6H
UVACs

contenidos de UVACs y antocianinas y

53 JE1GI® o @ con mayor area foliar.
o JE-2/G2
5 PTT

" JE-21G3 Correlaciones

‘ S Se observé asociacién positiva

JE-1/G3 . e . ]

. o entre la variabilidad epigenética y la
s 28 cp 11802%) 28 variabilidad fenotipica (Fig. 6).

Fig. 5. Variabilidad fenotipica entre
jardines experimentales (JE) ubicados o o 0
en un gradiente altitudinal natural. .
Analisis de componentes principales para
area foliar total (AFT), numero de foliolos
laterales en la sexta y séptima hoja (NFL

Variabilidad fenotipica

o ® .
6H y NFL 7H, respectivamente), espesor ‘. .. ..' 3 ‘
foliar (EH), longitud de raquis en la sexta y . N ) )
séptma hoja (LR 6H y LR T7H, . t N

respectivamente), peso medio de
tubérculos (PMT), longitud del brote (LB),
porcentaje de tubérculos brotados (%TB),
numero de tubérculos (NT), antocianinas,
UVACs, area foliar de la sexta y séptima
hoja (AF 6H y AF 7H, respectivamente),
determinados para tres genotipos (G1, G2
y G3) cultivados en los jardines
experimentales JE1100 (JE-1) y JE2100
(JE-2).

Las plantas cultivadas en el JE2100

Variabilidadn;pigenética

Fig. 6. Andlisis de correlacion
mediante test de Mantel.
Representacion de la correlaciéon
entre la variabilidad epigenética
obtenida mediante el marcadores
MSAP vy la variabilidad fenotipica
observada en clones de 3 genotipos
cultivados en el JE1100 y JE2100.

presentaron mayor longitud de raquis (8,8 4. Discusion
cm vs 7,45 cm), contenido de UVACs

(0,27 DOsiscm? vs 0,21DOzpscm?) y han aumentado los estudios acerca de la

En los ultimos afos los trabajos

contribucién de los mecanismos
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epigenéticos en los rasgos fenotipicos y
su relevancia ecoldgica (Richards et al.,
2017).

naturales, en nuestro trabajo observamos

Trabajando en condiciones
respuestas de las plantas a diversos vy

complejos factores ambientales,
respuestas que reflejan mayor realismo
ecoldgico y que podrian diferir si el ensayo
se situara en condiciones controladas de
laboratorio (Richards 2017).

Con los jardines experimentales
hemos mostrado que los clones
remodelaciones en la
DNA y que,

significativos

experimentaron
metilacion del ademas,
mostraron cambios

morfoléogicos en respuesta a los
diferencias microclimaticas impuestas por
un gradiente altitudinal natural. Los
cambios en la metilacién fueron inducidos
en un periodo de tiempo corto como lo es
una temporada de crecimiento. Nuestro
resultado concuerda con el obtenido por
Gao et al. (2010) en el que trabajando con
Alternanthera

philoxeroidesals en

ambientes naturales y manipulados
encontraron una rapida remodelacion en
la metilacién del DNA y del fenotipo en
respuesta a dos tratamientos hidricos.
Varios rasgos fenotipicos
mostraron plasticidad entre los JE. La
temporada de cultivo fue muy calida y
seca, caracteristica muy marcada en el JE
de menor altitud (JE1100). En respuesta a
ello, en el JE de menor altura se
encontraron hojas con gran espesor foliar,

rasgo morfolégico tipicamente asociado
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con zonas secas (Coneva & Chitwood,
2018). Ademas, el JE2100 se asocio con
de UVACs vy

antocianinas, compuestos que colaboran

altos  contenidos
en la aclimatacién a condiciones de altitud
(Ibafiez et al., 2017).

A pesar de las limitantes de nuestro
trabajo en tamano muestral y nimero de
marcadores, hemos encontrado
correlacion entre la variacibn en la
del DNA vy

fenotipica. Nicotra et al. (2015) en un

metilacion la variacion
experimento con Wahlenbergia ceracea

evaluaron el posible mecanismo
responsable de la plasticidad fenotipica
inducida por ambiente. Usando AFLP y
MSAP

fenotipica significativa a lo largo de un

encontraron diferenciacion
gradiente altitudinal basado en diferencias
genéticas pero no epigenéticas.
El presente trabajo en el que estudiamos
la variabilidad epigenética y fenotipica
inducida por el ambiente en clones, nos
permite  sugerir que la variabilidad
epigenética es un mecanismo importante
que permitiria a las poblaciones naturales
de S. kurtzianum enfrentar con éxito
diversos retos ambientes.
Conclusiones

Las condiciones climaticas en cada
JE fueron muy contrastantes en cuanto a
temperatura y HR a lo largo del afio. Al
evaluar clones, se eliminan las diferencias
genéticas entre jardines y se puede

estimar el rol de la variabilidad epigenética

generada por las diferencias
UNIVERSIDAD CENTENARIO
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XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

A 100 ARIOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA
SABER TE HACE LIBRE

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

microambientales en el fenotipo.
Observamos diferenciacion del epigenoma
en funcién del JE en donde se cultivaron
los clones. La gran plasticidad fenotipica
para los caracteres evaluados sugiere un
posible rol de la variabilidad epigenética
en la modulacién y/u origen de las
variantes fenotipicas.

Financiamiento

Variabilidad genética y epigenética en
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