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Variabilidad genética y epigenética
en especies tuberosas de Solanum:
Aportes a la epigenética de
poblaciones

Ricardo Masuelli



Epigenética

1 natureresearch journal
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El modelo de la papa

Solanum™tuberosum L.

Mas de 200 especies Seccion Petota



Amplia distribucion geografica y variacion
genética
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Biologia reproductiva

Marcadores AFLP
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 Multiplicacion sexual y
asexual
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e ¢Cual es el origen de la amplia variabilidad
fenotipica observada en especies tuberosas de
Solanum??

— ¢Variacion genética ?
— ¢Variacion epigenética?
— é¢Una interaccion de ambas?



El estrés puede inducir cambios
epigenéticos y reestructuracion del
genoma

* McClintock concepto de “Shock GenémiC,O';, _

— Cultivo de tejidos
— Estrés biotico y abidtico
— Hibridacion interespecifica

Fuente de variabilidad

—

Cambios genéticos Cambios epigenéticos
v
Alelos Epialelos

McClintock, B. The significance of responses of the genome to challange. Nobel Lecture (1983)



¢Qué son los cambios
epigenéticos?

 Son cambios heredables en el fenotipo, y por
lo tanto en la regulacion génica, que no son

causados por alteraciones en la secuencia del
ADN.

* Entre las alteraciones epigenéticas se incluye
la modificacion quimica del ADN, de histonas
v pequenos RNA.

. 2

Cambios en la estructura de la cromatina




Mecanismos epigenéticos en plantas

H3K9me Histone

H3K27me methyl-
transferases

H3K36me Histone
H3K4me deacetylases

O : .
H3K4ac
H3K9ac ﬁ '_
Fedoroff 2012. Science 3§§, 558-767.

A "CG A CHG CUmCHH
Los mecanismos epigenéticos estan regulados enzimaticamente y pueden ser reversibles.
A su vez estos mecanismos son potencialmente heredables.




¢ Existen ejemplos de epialelos
en poblaciones naturales?



Variacion epigenética natural: Linaria

Variantes naturales de Linaria vulgaris que poseen flores con simetria radial tienen metilado y

a4

transcripcionalmente inactivo el gen Lcyc

—

Metilacién Leyc

Flor de Linaria vulgaris Peloria Flor de Linaria vulgaris silvestre

B : : :
[ > ol 50 Epialelos: Potencialmente reversibles
b I‘IATG“Lcyc‘; s

| 1
66 SOOATG 40 Loyedd e influenciado por el ambiente

Cubas et al. Nature 401, 157-161 (1999)



Epimutacion natural en tomate que
inhibe la maduracién del fruto: locus
Colorless nonripening (Cnr)

1 ¢ ddd ATG Cnr X§ Reversion
1/1000

Manning et al Nature Genetics 2006



Variacion epigenética natural en
manglares

Comparacion entre individuos creciendo en ambientes contrastantes (pantanos vs. rios)

Variabilidad genética Variabilidad epigenética

A. 23 B. 1 23
2323 23—+-23
23 23
q 1 1 2
4 2
1 1 2 2 1 a 2 2
4 4 2 2 44 222 ‘22
F1=233% " 1 2 F1=249%, . , 2
k| 23 . 52,2
1 . 1 "2 1 1.: '2 2
o A 1 3
T 292 ) El 1
1 .,
1 K
Bsr = 0.131 Bs1 = 0222 1
(p<0.001) F2=19.1% (p <0.001) F2=13.1%

» La variabilidad epigenética se asocia a la
variabilidad morfolégica.

1 meter

» La variacidn epigenética natural tendria un rol

importante en la adaptaciéon de plantas a
diferentes ambientes

Lira-Madeiros et al. PLoS ONE 5, e10326 (2010)



Variabilidad genética y epigenética
generada por hibridacion
interespecifica entre especies de
Solanum



Esquema

Analisis de hibridos sintéticos

— La hibridacion interespecifica induce cambios
epigenéticos.

Analisis de hibridos naturales

— Relacion entre fenotipo y variabilidad epigenética.

— Relacion entre variacion genética y epigenética.

— Importancia en ecologia y evolucion.

Cruzamientos interploides

— La aneuploidia como fuente de variabilidad
epigenética.

Modelo



Cambios genéticos y epigenéticos
en hibridos sintéticos de
Solanum

Marfil et al 2006. Genomic instability in Solanum tuberosum x
Solanum kurtzianum interspecific hybrids. Genome 49:104-113.



Hibrido 2x tbr x 2x ktz

Hibrido diploide (2n=2x=24)




normalidades florales en hibridos




AFLP

Hybrids

MT+KTK 12 3 4

| Reestructuraciones genémicas
en los hibridos




Evaluacion de la metilacion por
Methylation Sensitive Amplify
Polymorphism (MSAP)

Patron de bandas
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Patrones de metilacion

Padres Hibridos

T K H1 H2 H3 H4
HMHMHMHMHMHM T K H1 H? H3 H4

08 L Emry N Y
STAERRENLEES D A D R ) T

Porcentaje totales de cambios en »106 113 92 129
relacion a los padres | | | |



ADN cortado con Hpall y gen de
patatina como sonda

Interespecifico Intraespecifico
T K HHH2H3H4 K K1 A B

Kb Kb




Estres por Hibridacion: Alteraciones
Genéticas, Epigenéticas y Reestructuracion
del genoma
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Variabilidad genetiC
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2009. Phenotypic mstablhty and € ige \m* ' : diploid ato of |
in, Solanum ruiz-lealii. BME: Plant Bi 21. e
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Solanum ruiz-lealii 2n=2x=24
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Variabilidad en la morfologia floral
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Variabilidad genética

arLp (Amplified fragment-length polymorphism)
G19.3-a G9-a G2003-a G13.2-a G6-i G17.1-n GVO-n G13.4-n

G19-a 1.0000 Variacion genéticaentre 1y 15 %
G9-a 0.8953 1.0000

G2003-a 0.8933 0.9979 1.0000

G13_2-i 0.9089 0.8945 0.8924  1.0000

G6-i 0.9245 0.8844 0.8822 0.8983 1.0000

G17_1-n 0.9371 0.8912 0.8891 0.9029 [0.9816 1.0000

GVO-n 0.8548 0.8611 0.8611 0.8617 0.8575 0.8690 1.0000

G13 4-n 0.9083 0.8940 0.8940 0.9014 0.9020 0.9130 0.8783 1.0000
Variabilidad epigenética (metilacion)

vsap (Methylation sensitive amplification polymorphism)
Gl19-a G9-a (G2003-a G13.2-a G6-i G17.1-n GVO-n G13.4-n

G19-a 1.0000 o o

Gooa 07352 1.0000 Variacion epigenética entre
G2003-a 0.7151 0.7887 1.0000 28 y 33 %

G13 2-i 0.6702 0.6797 0.7076 1.0000

G6-i 0.7095 0.6989 0.6423 0.6852 1.0000

G17 1-n 0.6992 0.6828 0.6141 0.6685 FOE7Z 1.0000

GVO-n 0.6667 0.7155 0.6568 0.6082 0.7099 0.6986 1.0000

G13_4-n 0.6904 0.6897 0.6389 0.6703 0.7639 0.7109 0.6944 1.0000



Agrupamiento AFLP

0.86

0.90 0.93
DICF

0.96




Agrupamiento MSAP

0.67

1 1 1 1 1 I 1
0.75 0.83
DICE

0.92




¢, Es posible reproducir los cambios Hpall

fenotipicos por desmetilacion quimica?  [6c¢cc

Uncut Cut with Hpall

1 2 Baa. 4
— CG— Brotes de rz| “’ -
-~ GC— tratados con azaC ;

dias
de novo por 10
+ azaC 0
w
(METI) % azaC

M
w

Marfil et al. Plant Cell Rep. 31, 1449-1461 (2012)



Se obtuvieron fenotipos anormales a
través del tratamiento quimico




Cambplios tenotipicos de
Importancia ecologica inducidos
por tratamiento quimico
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Conclusiones parciales

* En poblaciones naturales se observo
mayor variabilidad epigenética (40%) que
genética (15%).

« Se encontro asociacion entre fenotipos y
patrones de metilacion.

* Por desmetilacion guimica se
reprodujeron los fenotipos observados en
poblaciones naturales.



Importancia ecologica y
evolutiva

* Los cambios en fenotipos florales y tiempo
a floracion tienen un impacto directo en la
biologia reproductiva de las poblaciones.

» Aislando hibridos de poblaciones parentales.
» Afectando la actividad de polinizadores.

Aislamiento reproductivo



Variabilidad genéticay epigenética
en el hibrido natural Solanum x
rechei

Cara, N. et al. 2013. Epigenetic patterns newly established after interspecific hybridization in
natural nopulations of Solanum. Ecologv and Evolution 11:3764-3779.



Distribucion geografica de las especies
estudiadas

microdontum




Variabilidad en |la morfologia floral




Analisis de Coordenadas Principales

Caracterizacion
morfologica
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Variabilidad genética y epigenética

Variability (DICE)
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La variabilidad epigenética

es mayor que la genética

B AFLP
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Percentage of loci

2
*

=
=

S
=

=)
=

Porcentaje metilacion de S.
kurtzianum, S. microdontumy S. x

rechei

Unmathylated 0 Methylated Hamimeathylated

H|

S. x rechei se desmetila en
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parental
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labilidad morfoldgica
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Estructura genética y epigenética del
hibrido y especies parentales

=8

3

S. x rechei

S. kurtzianum

S. microdontum

AFLP
K=2
MSAP
K=3
tn_comN © o X - o ~ s Nv?co 2] ;g >4 v .
38§88 * ¢ 518 § § §|§3% % § 55 % 5 Populaton

Cada individuo es representado por una linea vertical dividido en K colores que simbolizan la
proporcion de pertenencia a cada grupo.



Los nuevos patrones epigenéticos en los hibridos podrian influir
en la plasticidad fenotipica y adaptacion a nuevos entornos

Solanum mi Solanum kurtzianum

Crece en las margenes de rios en

. . . Crece en ambientes secos bajo arbustos
ambientes humedos y protegidos

Solanum x rechei

Jardines de casas Fincas de nogales
Okada y Hawkes 1978



Conclusiones

* La variabilidad morfologica tiene una
correlacion mas alta con la variabilidad
epigenética que con la genética.

* En hibridos recientes rapidamente se
establece un nuevo patron epigenético, de
importancia en la evoluciéon de mecanismos
de aislamiento reproductivo.



¢ Pueden los cambios
epigenéticos influir en la
variacion genética?



Activacion de transposones y
metilacion en hibridos de
reciente formacion

Paz et al. 2015 Plant biology 17:860-869.



Analisis de la activacion de transposones
por Sequence-specific amplification
polymorphism (S-SAP)

b gﬁ{'

Sitio de
restriccion
I.Restriccion
_ _ Il.Ligacion de adaptadores
S. kurtzianum S. microdontum S. Kurtzianum S. kurtzianum
2n=2x=24 2n=2x=24 2n=2x=24 2n=2x=24
Hibridos Interespecificos Cruzamiento Intraespecifico -
e
2n=2x=24 2n=2x=24
. sMeevo fragmento de SSA?

Activacion de
transposones

" $4—Nuevo fragmento de SSAP
Par™



Activacion de transposones en hibridos de
S. kurtzianum x S. microdontum

Actividad de transposones en
cruzamientos inter e intraespecificos

Analisis de la metilacion
por Transposon Methylation Display
(TMD) en los hibridos

Tntl
10 p<0,0001
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KbKa KcKa KbMa KcMa KdMa
Cruzamiento intraespecifico Cruzamientointerespecifico

Fragmentos nuevos Hipermetilacion Hipometilacién

-0,48* 0,58**
Tntl
(Po,0s=0,0365) (Po,05=0,0085)
-0,17 0,48*
Ttol
(Po,01=0,4306) (Po,0s=0,0161)




Actividad de transposones en hibridos
sintéticos de S. tuberosum x S.
kurtzianum

Actividad de Transposones en el
Fragmentos nuevos de AFLP hibrido 3

Ll

Copial Copial2 Copia 14 Copia2l Copia27 Copia62 Copia 84

Hybrids
MT+K T K 1 2 3 4
136- »W W

Fragmentos nuevos
o = N w £~y (O} (o)} ~ o] (e}

Inserciones en genes espeaﬁcos y en secuencias
de transposones

Gantuz et al. 2019



Cambios epigenéticos y actividad
de transposones en hibridos

CHy CH; CH4CH, CH4
CH, [ ]

7 l l l CH,4
00— 0000 BONOM 0=

l Desmetilacion y

remodelacion de la
cromatina

b
w CH,
l Aumenta la movilidad

c / \

Disrupcion de genes Inestabilidad epigenética

Variacion Geneética

PN
Fenotipos generados por

’ CH4CH ,cn:cn;‘ CH3CHy CHy
| {CH4
: : m[:H—‘LJﬁ transposones en papa

0 00 P

Von Tuberizacion en dias largos Cambios en el color
m :z StCDF1 del tubérculo
==___ = Rearreglos cromosémicos (Hardigan et al. 2017) (Momose et al. 2010)

Cambios en la
transcripcion



Cruzamientos Interploides

¢La aneuploidia altera la metilacion?

Cara et al. 2019 New Phytologist 222: 1981-1993



Hibridos aneuploides

Cruzamientos interploides
S. microdontum « S. kurtzianum

2n=3x=36 2n=2x=24
Hibrido interploide

/\

Naturales (rch) Sintéticos
2n=2x=24 2n=2x+2=26
2n=2x+1=25 2n=2x+3=27

2n=25

Cruzamientos intraploides

S. kurtzianum
2n=2x=24

S. microdontum
2n=2x=24

Hibrido intraploide
2n=2x=24




Cambios en la metilacion y
reestructuraciones genomicas

[interploides[ Jintraploides[I] Control

BAFLP = MSAP =
0.40 D
I
- B
8 030 = =
L
= C
= 020 = B "
§ ' AB A AB c
g ' ;
8 0.10 — 4
] B
0.00 - : -
Hibridos Hibridos Cruzamientos 31 A
intraploides interploides controles A i
A
i

Hipometilacion Hipermetilacion Totales

La variabilidad epigenética es mayor que

Fragmentos nuevos:
La genética

»> AFLP 4-17%
» MSAP 29,5 -47,9%



Epigenética y evolucion en Solanum

Cambios genéticos

estables :
» Mutaciones _

> Transposones Fijacion de

epialelos

Poblacion

Seleccion
|

Adaptacion a nuevos
ambientes

Aislamiento reproductivo
Nuevos epialelos y
fenotipos




Perspectivas

Jardines experimentales establecidos en ambientes contrastantes,Villavicencio, Mendoza.
Las plantas creciendo en microambientes contrastantes podrian divergir epigenéticamente.

2200 msnm

Diferencias de 10% en UV-By
de 35% en temperaturas.

1200 msnm

" 2
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