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Resumen

La plasticidad fenotipica (PF) es la capacidad de un genotipo para expresar fenotipos
alternativos en diferentes ambientes, fendbmeno que desempefia un rol clave en las respuestas
a diferentes estreses, impactando en la evolucion, la ecologia y la agricultura. La PF abarca
cambios fisiol6gicos, bioquimicos y de expresion génica a corto plazo, asi como cambios
gendmicos a gran escala en la que participan modificaciones genéticas y epigenéticas. El
objetivo del trabajo fue evaluar el rol de mecanismos epigenéticos en el origen de la PF en
vides cv. Malbec. La hipétesis fue que clones de Malbec cultivados durante décadas en
diferentes vifiedos presentan patrones de metilacion y fenotipos diferenciales; y que estas
modificaciones epigenéticas asociadas a cada vifiedo se correlacionan con los fenotipos. Se
trabajé con dos clones de Malbec cultivados durante 20 afios en dos ambientes (fincas)
contrastantes: Gualtallary y Agrelo, Mendoza. Analizando la metilacion con marcadores MSAP,
se encontraron diferencias epigenéticas entre clones y el establecimiento de patrones de
metilacion asociados al vifiedo en so6lo uno de los clones. Analizando 10 caracteres
morfoldgicos se logré diferenciar los clones en variables asociadas al rendimiento y la calidad.
En la finca Agrelo se obtuvo mas rendimiento y grados Bx que en Gualtallary, mientras que en
esta Ultima se observaron mayores niveles de polifenoles. Ambos clones mostraron una
correlacion significativa entre la variabilidad epigenética y las 10 variables fenotipicas cuando
fueron comparadas las plantas de Agrelo y de Gualtallary por separado. En el trabajo se
discutira la relevancia de los hallazgos y la posibilidad de avanzar en ensayos para estudiar la

estabilidad de la variabilidad encontrada.

Palabras clave: vid, terroir, metilacién del DNA, MSAP, plasticidad fenotipica
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Introduccién

Las plantas al ser organismos sésiles
dependen de la plasticidad fenotipica para
enfrentar cambios del entorno, por lo que el
fendmeno tiene un impacto significativo en
la aclimatacién/adaptacion de las plantas en
distintos ambientes de cultivo (Gianoli &
Valladares, 2012). Existe una multiplicidad
de  mecanismos moduladores  para
responder y adaptarse a las diversas
condiciones ambientales, los mismos
operan a distintos niveles, incluyendo
cambios fisiol6gicos, bioquimicos y de la
expresion génica a corto plazo (Atkinson &
Urwin, 2012), asi como modificaciones
genéticas y epigenéticas del genoma de
mayor alcance (Turner, 2009). En la
caracterizacion de este ultimo conjunto de
procesos es donde el presente trabajo
pretende hacer un aporte.

Los mecanismos epigenéticos participan en
diversos procesos biolégicos, por lo que
cambios en los patrones epigenéticos
consiguen generar nuevos fenotipos
heredables que podrian aumentar la
capacidad de las plantas para adaptarse a
diversos desafios (Reinders et al., 2009). En
este sentido, los mecanismos epigenéticos
permiten estabilizar patrones de expresion
génica particulares. Por consiguiente, la

variacion fenotipica puede ocurrir sin
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cambios correspondientes en el genoma. La
informacion epigenética es, por lo tanto, de
particular interés para estudiar el origen de
la plasticidad fenotipica (Chinnusamy &
Zhu, 2009; Mirouze & Paszkowski, 2011;
Reinders et al., 2009; Zhang et al., 2013).

A nivel molecular, los fenémenos
epigenéticos son mediados por
modificaciones reversibles tales como la
metilacion del DNA, modificaciones
postraduccionales de las histonas, y por
pequefios RNAs (sRNAs) que pueden
alterar la regulacion de genes o regiones
gendmicas (Henderson & Jacobsen, 2007).
El mecanismo epigenético mejor estudiado
es la metilacion del DNA. La variacion entre
individuos en el grado de metilacion de un
gen, a los que llamamos epialelos, puede
producir nuevos fenotipos heredables
mitética y/o meidticamente.

Cambios epigenéticos inducidos
ambientalmente han demostrado mediar la
plasticidad fenotipica (aclimatacién) a través
de la regulacién de la expresion génica
especifica, asi como modificando el
desarrollo de la planta después de un
cambio en las condiciones ambientales
(Zhang et al., 2013). La hipotesis es que los
mecanismos epigenéticos contribuyen a
producir plasticidad fenotipica, en contraste

con variaciéon en la secuencia de DNA, ya
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que las modificaciones epigenéticas son
mas propensas a ser reversibles. Si bien
existen  numerosas  evidencias  que
demuestran la existencia de variaciones
epigenéticas y sus posibles causas
ambientales, se han reportado pocos
estudios exhaustivos en plantas cultivadas
en su contexto productivo, condiciones en la
estimulos

que participan multiples

ambientales que inducen complejas
respuestas en términos de expresion
génica, actividad metabdlica y
modificaciones epigenéticas. La mayoria de
las especies utilizadas para estudios
epigenéticos han sido plantas herbaceas
anuales ensayadas en condiciones
controladas de laboratorio. Sin embargo, la
dinamica de los mecanismos epigenéticos
en respuesta al ambiente plantea
importantes interrogantes para las especies
perennes lefiosas. El presente trabajo se
inserta en un proyecto con el que
pretendemos avanzar  sobre estas
necesidades utilizando como modelo la vid
(Vitis vinifera L.) en una situacion de mundo
real.

La vid es un cultivo fruticola relevante a
nivel mundial (FAOSTAT, 2016) que al
propagarse asexualmente y cultivarse en
todo el mundo en condiciones ambientales
contrastantes se ha propuesto como un

excelente modelo experimental para
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estudiar el papel de la variabilidad
epigenética en la respuesta al estrés y la
plasticidad fenotipica en plantas lefiosas
perennes de importancia agricola (Fortes &
Gallusci, 2017). Las vides se caracterizan
por poseer una alta plasticidad fenotipica
(Keller, 2010), donde la composicién de la
baya y la tipicidad del vino pueden
asociarse a un vifiedo o region vitivinicola
especifica. En viticultura y enologia, el
conjunto de todos los factores, combinando
el material vegetal (genotipo), las
condiciones ambientales y de manejo que
afectan la calidad de la uva y el vino, se
conoce como terroir. Existe un interés
creciente en generar bases cientificas para
una mejor comprension de como los
factores individuales del terroir influyen en el
comportamiento de la vid (Anesi et al.,
2015). Debido a la falta de informacion
sobre cémo el ambiente afecta el
epigenoma en vid y en qué medida esta
interaccion afecta la calidad de la fruta, una
publicacion reciente clama por la inclusion
de datos epigendmicos en el analisis del
efecto terroir (Fabres et al., 2017).

Las bases moleculares de la plasticidad
fenotipica en vid se han evaluado
comparando el transcriptoma de bayas en
un solo clon del cv. Corvina durante tres
afios consecutivos de crecimiento en 11

vifiedos diferentes (Dal Santo et al., 2013).
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Los autores encontraron genes candidatos
potencialmente  responsables de la
plasticidad fenotipica y avanzaron hacia la
caracterizaciéon de la plasticidad
transcriptomica bajo diferentes sistemas
agricolas. En el trabajo de Dal Santo et al.
(2016), estudiaron la plasticidad fenotipica
de la maduracibn de bayas en el cv.
Garganega, una variedad blanca tipica de
Verona, ltalia. Llegaron a la conclusion de
que hay una respuesta metabolomica
altamente plastica cuando Garganega se
cultivd en diferentes ambientes,
especialmente la fraccion fendlica. Lo
mismo  sucedi®6 con la respuesta

transcriptomica, pudiendo identificar
algunos genes asociados con la plasticidad
fenotipica  observada. Los  autores
confirmaron una clara correlacion entre la
expresion génica y la acumulacion de
fenilpropanoides y flavonoides, y también
que no todos los cultivares de vid son
igualmente plasticos, ya que al comparar el
metabolismo de compuestos fendlicos de
las bayas, el cv. Garganega mostré ser mas
plastico que Corvina (Dal Santo et al.,
2016). El presente trabajo utiliza uno de los
cultivares insignia de la vitivinicultura
argentina como modelo de generacion de
conocimiento acerca de la respuesta de la
vid al ambiente, estudiando el rol de la

metilacion del DNA en la plasticidad
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fenotipica de clones de Malbec cultivados
durante décadas en entornos (fincas)
contrastantes. La informacion obtenida nos
permitira profundizar el entendimiento de la

plasticidad fenotipica asociada al terroir.

Objetivos

1- Estudiar los cambios epigenéticos
entre clones cultivados en distintos vifiedos
(ambientes de cultivo).

2- Estudiar los cambios fenotipicos
producidos por la plantacion de clones en
distintos vifiedos.

3- A partir de la informacion obtenida
en los objetivos anteriores, detectar las
correlaciones entre modificaciones
epigenéticas y los cambios fenotipicos en

respuesta al ambiente.

Materiales y Métodos

Material vegetal

En la temporada 2016-2017 se trabajoé con
cinco réplicas biol6gicas de dos clones de
Vitis vinifera cv. Malbec que forman parte de
la coleccion de la empresa Bodegas
Esmeralda S.A.: clon 01 (MB01) y clon 10
(MB10), los cuales son cultivados desde
1995 en Agrelo, Lujan de Cuyo
(33°10'04.25” S 68°54'20.91” O) y desde
1999 en Gualtallary, Tupungato
(33°23'42.91” S 69°14'50.10” O). La

densidad de plantacibn en ambos vifiedos
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es de 4444 plantas por hectarea con 2 m
entre hileras y 1,25 m entre plantas
conducidas en un espaldero alto. La poda
utilizada es guyot doble, con cargadores de
14 a 16 yemas. El riego es por goteo. Sélo
el viiledo de Gualtallary posee malla
antigranizo. Ambos ambientes de cultivo
son propiedad de la misma bodega y
cuentan con un manejo agronémico similar.
En septiembre 2016 apices meristematicos
de cada clon y en cada vifiedo fueron
recolectados para su analisis molecular. Las
muestras (10 por vifiedo) fueron congeladas
con nitrégeno liquido y colocadas a -80 °C
hasta su procesamiento. En febrero de 2017
muestras de racimos y hojas de las mismas
plantas fueron extraidas de la orientacion
este del espaldero para su caracterizacion
fenotipica. A la altura media del primer brote
de cada brazo se tomaron dos hojas sanas
y enteras mientras que te tomd solo el
primer racimo del primer brote del brazo
izquierdo. Hojas y bayas fueron colocadas
en bolsas de nylon etiquetadas, mantenidas
en hielo para prevenir su deshidratacion,
transportadas al laboratorio y almacenadas
a -20°C hasta su andlisis.

Extraccion de DNA v andlisis molecular

El DNA gendmico de Ilos &pices
meristematicos se extrajo siguiendo el
protocolo descripto por Lodhi et al. (1994)

reemplazando la extraccion con
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Cloroformo:Octanol, por
Cloroformo:lsoamilico. Luego de medir la
cantidad y calidad del DNA por
(Ampliquant  AQ-07

Spectrophotometer), las muestras se

espectrofotometria

diluyeron a 50 ng/ul en un volumen final de
50 pl. La variabilidad genética y epigenética
se analizé con la técnica methylation-
sensitive amplified polymorphism (MSAP).
Este analisis permite evaluar patrones de
metilacion de  secuencias  anoénimas
distribuidas por todo el genoma mediante
una amplificacion selectiva por PCR de
fragmentos digeridos usando las enzimas
de restriccién EcoRlI, Hpall y Mspl. Hpall y
Mspl son isoesquizOmeros que presentan
una sensibilidad diferencial a la metilacion
de las citosinas del sitio de corte 5’-CCGG.
Los fragmentos obtenidos de la digestion
con EcoRl y luego con Hpall indica que una
citosina externa se encuentra hemimetilada,
mientras que las obtenidas con EcoRI/Mspl
indica una metilacion en la citosina interna
(Eckstein et al., 2013). La presencia de un
mismo fragmento en ambas digestiones
indica un sitio que se encuentra
desmetilado. Finalmente la ausencia de
fragmentos en ambas amplificaciones da
lugar a una interpretaciébn ambigua ya que
puede deberse tanto a una metilacion
completa como a una mutacién en la

secuencia nucleotidica de ese sitio de corte
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(Fig.1A). Las 20 muestras fueron tratadas
siguiendo las especificaciones del protocolo
de MSAP descritas por Cara et al. (2013).
Tres primers selectivos *EcoRl marcados
con fluorescencia (*FAM) fueron
combinados con tres primers Hpall/Mspl
elegidos por su polimorfismo y repetibilidad
en un ensayo previo (Tablal). Los
productos de la amplificacién se separaron
electroforéticamente usando el
secuenciador ABI PRISM 3500 Genetic
Analyser (Applied Biosystems) vy el
marcador LIZ1200 (GeneScan™), servicio
provisto por la Unidad de Gendmica/Nodo
Plataforma de Gendmica CATG del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Buenos Aires.

Tabla 1. Adaptadores y primers usados en

este trabajo para el analisis por MSAP.

Primers de amplificacion selectiva

Fragmentos
obtenidos

Combinacion 1 *EcoRI+AAG/ Hpall-Msp 1+AAT 254

Combinacioén 2 *EcoRI+AAG/Hpall-Msp 1+ATC 276
Combinacion 3 *EcoRI+ACG/Hpall-Msp 1+ATG 279
Total: 800

Andlisis de datos moleculares

Los electroferogramas de cada combinacion
de primers se analizaron con el software
GeneMarker V2.7.0 teniendo en cuenta
tamafios comprendidos entre 100 y 600 pb.
Para determinar la presencia o ausencia de
un determinado fragmento se consideré un
umbral de 50 RFU (Relative Fluorescent

Units). Luego de una verificacién manual de
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los fragmentos, la matriz
presencia/ausencia se transformé en una
matriz de patrones de metilacion de 0 a 3
(Fig.1A). Para asegurarnos que el
polimorfismo epigenético fuese debido a
alteraciones en el patrén de metilacién y no
a cambios genéticos en el sitio CCGG, se
construyeron dos matrices  distintas.
Aquellos loci en donde todos los individuos
presentaban el patron 0 (ambiguo) y/o 1
(desmetilado) fueron apartados y utilizados
para analizar la diversidad genética de las
plantas estudiadas (Fig.1B). Con el resto de
los epiloci se estudié la diversidad
epigenética de las plantas. El patron de
metilacion de cada epilocus (epialelo) fue
codificado en una matriz binaria indicando la
presencia (1) o ausencia (0) de cada patron
en particular (Fig.1A). Los epialelos
presentes en un solo individuo (singletons)
fueron considerados artefactos y excluidos
de ambas matrices para evitar errores es
los analisis estadisticos (Bonin et al., 2004).
De la matriz epigenética se elimind un
epiloci monomorfico.

Andlisis fenotipico

En total se analizaron 10 variables: didmetro
de tronco (pardmetro de vigor vegetativo),
peso de racimo, numero de bayas por
racimo, peso fresco por baya (parametros
de rendimiento); °Brix (°Bx), numero de

semillas por baya, peso seco de hollejo,
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A . Fragmentos MSAP MSAP Ca@[icacir&n B. Epiloci
stada patrén binaria
de metilacion Eco RliHpall EcoRIMspl de metilacion _1 2 _3  Planta 1 2 3 4 5 6
Planta X, ggﬁg 1 1t 0o o X 1 2 1 3 0 0
X 1 2 0 3 0 0
Planta X gg‘é‘é — 2 0 1 0
Xa 1 2 2 0 0 1
CCGG
Flanta X4 — 3 o o0 1
GGEC 1 2 1 3 0 [0
CCGG
Planta X4 féﬁfg Ambiguo o 0o 0 0 X (b2 1 3 3 [
GGAC

Fig 1. Patrones de amplificaciébn obtenidos con marcadores MSAP e inferencia de los
patrones de metilacion. A. De la comparacion de los fragmentos obtenidos a partir de DNA
digerido con EcoRI/Hpall y EcoRI/Mspl se codificaron cuatro patrones de metilacion
(epialelos): _1 (Desmetilado), _2 (Hemimetilado), _3 (Metilado), _0 (Ambiguo). Los
recuadros grises indican sitios de metilacion. Los epialelos _1, 2 y 3 fueron luego
codificados en una matriz binaria. B. Ejemplo de una matriz de patrones de metilacién. Para
el andlisis de datos se apartaron los loci que representan cambios genéticos (1 y 6) de los
gue representan cambios epigenéticos (2 a 5) para trabajar de este modo con dos matrices
independientes. El epilocus 5 se considera singleton y el epilocus 2 monomoérfico.

contenido polifendlico (parametros de
calidad). El diametro de tronco (medido a 65
cm del nivel del suelo), peso de racimo,
namero de bayas por racimo y peso de las
bayas fue medido in situ en el momento del
muestreo. El extracto fendlico de los
hollejos y los °Bx fueron determinados de
acuerdo a lo detallado por Berli et al. (2011).
El hollejo usado para el extracto fendlico fue
recuperado, colocado en papeles de
aluminio tarados y llevado a estufa a 60°C
hasta peso constante para medir peso seco
de hollejos. El espectrofotobmetro Varian
Cary UV-vis fue utilizado como lo describe

Berli et al. (2008) para medir antocianos
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similitud fueron generados mediante el
coeficiente DICE y el método de enlace
UPMGA para la construccion del
dendrograma genético y epigenético
utilizando el programa NTSySpc version
2.10t.. ElI andlisis de componentes
principales (ACP) junto con su gréfico biplot
se utilizo6 para evaluar la variabilidad
fenotipica. Para el andlisis de correlacion
lineal se realizo el test de Mantel utilizando
la matriz de distancias fenotipicas
(Euclidea) y las matrices de distancias
genética y epigenéticas (DICE, sqrt(1-S)).
Los andlisis ACP y el test de Mantel se

realizaron con el software InfoStat (InfoStat
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version 2009; Grupo InfoStat, Coérdoba,

Argentina).

Resultados y Discusion

Las tres combinaciones de primers
*EcoRI/Hpall-Mspl generaron un total de
800 epiloci, de los cuales 183 (23%) fueron
apartados y utilizados para analizar la
variabilidad genética.

Variabilidad genética

De los 183 fragmentos utilizados para
analizar la variabilidad genética, 19 (~10%)
se excluyeron del andlisis por ser
singletons. Los 164 loci restantes reflejaron
una alta variabilidad interclon (97%). La
variabilidad intraclon para MBO1 y MB10 fue
del 3% y 0% respectivamente. Todos los
individuos del clon MBO1 se diferenciaron
genéticamente de MB10 (Fig.2A). Estudios
previos han demostrado que la variabilidad
interclonal ocurre con frecuencia debido a
eventos de mutacion somatica (Anhalt et al.,
2011). Mas aun, el grado de variacion clonal
en Vitis ssp. parece ser dependiente del
cultivar, en donde los cultivares Cabernet
Sauvignon, Pinot Noir, Sangiovese Yy
Traminer cuentan con mayor variacion
genética entre clones que Carmenere,
Riesling o Zinfandel (Konradi et al., 2007).
Dentro de cada clon no hay agrupamiento
por lugar de procedencia, por lo que

podemos inferir que los clones de Agrelo y
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Gualtallary son genéticamente iguales.
Estudios previos han usado marcadores
AFLP (Amplified

polymorphism) para distinguir variabilidad

fragment length

genética en clones de vid, arrojando
coeficientes de similitud intraclonal mas
altos que los obtenidos en nuestros
resultados (Blaich et al., 2007; Konradi et
al.,, 2007). Imazio et al. (2002) luego de
analizar 24 clones del cv. Traminer con
marcadores AFLP y MSAP observé
agrupamientos distintos entre clones con
cada técnica. Las marcadas diferencias
genéticas observadas entre los clones
comparados en el presente trabajo puede
deberse a que las mismas fueron inferidas a
partir de marcadores MSAP. En suma, los
resultados obtenidos confirmaron que para
cada clon las plantas cultivadas en las
diferentes fincas no presentan diferencias
genéticas apreciables.

Variabilidad epigenética

De los 617 epiloci iniciales, se eliminaron
109 (18%) singletons y un epilocus
monomorfico en el cual todos los individuos
presentaron un patron metilado. En total
507 epiloci fueron computados, en los
cuales se identificaron 839 epialelos.
Cuando se eliminaron aquellos patrones
identificados como singletons quedaron 625
epialelos. El analisis fenético diferencio

epigenéticamente los clones en dos grupos
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(Fig.2B). Estudios previos también reportan
diferencias entre clones al usar la técnica
MSAP. Ocafia et al., (2013) logré distinguir
epigenéticamente 37 clones de cv. Pinot
Noir de los 40 estudiados. Mas aun, la
variacién en los patrones de metilacién de
somaclones provenientes de dos cultivares
de vid también se lograron detectar con esta
técnica (Schellenbaum et al., 2008). Tanto
Ocainia et al., (2013) como Schellenbaum et
al., (2008) remarcan la importancia de los
estudios epigenéticos para evaluar la
diversidad clonal. Respecto a la influencia
del ambiente en el epigenoma, sélo MB10
presenta variabilidad epigenética debido al
(Fig.2B). El
comportamiento de MB10 estd en

lugar de procedencia
concordancia con trabajos similares donde
han observado variabilidad epigenética en
respuesta a cambios ambientales o a
distintas condiciones de estrés
(Chinnusamy & Zhu, 2009; Zhang et al.,
2013). Esta variabilidad puede ser resultado
de un control genético, induccién ambiental
y/o epimutaciones estocasticas (Richards et
al., 2017). Dado que los dos clones
evaluados mostraron un comportamiento
diferencial respecto al ambiente de cultivo,
podemos suponer que un control genético
podria estar influenciando la posibilidad del
epigenoma de responder al ambiente. En

una revisibn reciente se presentan
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evidencias de control genético sobre la
variabilidad epigenética de Arabidopsis
thaliana y maiz (Richards et al., 2017).

Andlisis Fenotipico

No se observd variabilidad significativa
debido al clon o al ambiente de cultivo en el
diametro del tronco, el nUmero de semillas
por baya y el peso seco de hoja.
Variaciones fenotipicas inducidas por el
ambiente se observaron en cinco variables,
confirmando la alta plasticidad fenotipica de
la vid (Keller, 2010). En Agrelo se
obtuvieron racimos mas pesados, con
mayor nimero de bayas y °Bx, mientras que
en Gualtallary los hollejos presentaron
mayor peso seco y cantidad de antocianos
totales. La finca Gualtallary se ubica a 1450
m s.n.m. mientras que Agrelo estd a 1000 m
s.n.m. Mayores alturas sobre el nivel del
mar determina mayores niveles de radiacion
ultravioleta B (UV-B) (Berli et al., 2011).
Para la proteccion de esta radiacion,
vacuolas de células epidérmicas acumulan
compuestos polifendlicos con propiedades
antioxidantes capaces de absorber rayos
UV-B (Alonso et al., 2016). A su vez, existe
evidencia demostrando que los antocianos
protegen a la planta del estrés abidtico
(Alonso et al., 2016). El mayor contenido de
antocianos y peso seco de los hollejos

observado en Gualtallary podria estar
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Fig. 2. Andlisis de la variabilidad genética y epigenética en dos clones del cv. Malbec
cultivados durante dos décadas en dos fincas diferentes. A Dendrograma basado en la
matriz binaria de similitud genéticas. B Dendrograma basado en la matriz binaria similitud

relacionado con esta funcion protectora.
Anesi et al. (2015) observaron en clones de
cv. Corvina una respuesta metabdlica

plastica dependiente del terroir que persiste

durante varias vendimias observando
diferencias claras en estilbenos,
antocianinas, flavonoides. Resultados

similares se observaron en el trabajo de Dal
Santo et al., (2016), donde se concluye que
existe una respuesta metabdlica altamente
plastica del cv. Garganega cuando es

cultivado en distintos ambientes,

especialmente en flavanoles y &cidos

fendlicos. La activacion de  estos
mecanismos fotoprotectores que actdan a
expensas del rendimiento (Alonso et al,
2016)

rendimientos

podrian explicar los menores

observados en Ila finca

Gualtallary respecto a la de Agrelo (Fig.3).

\72%8

La asociacion de la finca Agrelo con
mayores niveles de °Bx podria deberse a
qgue los racimos fueron extraidos el mismo
dia de ambas fincas y en Gualtallary la
acumulacion de azucares es mas lenta por
las menores temperaturas presentes.
Independientemente del lugar, el clon MBO1
presentdé mayor peso de racimos y namero
de bayas, siendo el clon méas productivo de
los evaluados.

Correlaciones

Se observo una correlacion casi total entre
la variabilidad genética y epigenética de
ambos clones mientras que no se observo
correlacion entre la variabilidad genética
con la fenotipica (Tabla 2). Como se detalld
previamente, este resultado podria deberse
a que la variabilidad genética fue estimada

a partir de marcadores MSAP.
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Respecto a la variabilidad epigenética de
ambos clones y computando la variabilidad

fenotipica observada en los 10 caracteres

5,00
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Fig.3. Visualizacion Biplot del ACP de las
medidas de 10 caracteres morfolégicos
medidos en los clones cv. Malbec MB0O1 y
MB10 para los dos sitios de cultivo, Agrelo
y Gualtallary.

estudiados no se observo correlacion lineal
significativa. Se encontrd correlacion lineal
significativa cuando se analizaron por
separado los clones provenientes de Agrelo
y Gualtallary (Tabla 2). La finca Gualtallary
se caracteriza por poseer mayores niveles
de UV-B, en

epigenéticos inducidos por dicho estrés

donde los cambios

abiotico podrian tener una ventaja

adaptativa para las plantas (Chinnusamy &
Zhu, 2009). ElI clon MB10 mostré una
correlacion lineal de 0,54 (p-value=0,006)

cuando fue analizado en relaciébn a la

17, 18 y 19 de octubre de 2018

variabilidad observada en los °Bx y el peso
seco de hollejo. Estos resultados sugieren
gue el ambiente puede afectar el fenotipo a
través de un cambio en el epigenoma, y de
esta manera contribuir potencialmente a la
PF de las plantas (Fabres et al., 2017). Mas
aun, si estos cambios persisten a lo largo de
muchas generaciones, entonces en algun
punto pueden conducir a cambios en el
genotipo que consolidan de manera
funcional al cambio epigenético iniciador
(Turner, 2009).

Tabla 2. Andlisis de correlacion lineal
entre matrices de variabilidad genética,
epigenética y fenotipica. Valores de R?

entre paréntesis se indica el p-valor. *A 'y *G

indican correlaciones entre variables
obtenidas de plantas de Agrelo vy
Gualtallary, respectivamente.

Genética Epigenética Morfologica
Genética 1
Epigenética 0,98 (<0,0001) 1

Morfolégica 0,11 (0,0570) ¢57 (0021

Conclusiones

A pesar de la importancia comercial de los
de vid,
epigenética ha sido poco investigada en
(Fortes &

distintos clones la dindmica

plantas lefiosas perennes

Gallusci, 2017). El presente estudio analiz6
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epigenética y fenotipicamente dos clones de
Malbec cultivados hace 20 afios en dos
fincas constrastantes. Los resultados
muestran que la metilacién del DNA estuvo
asociada al terroir sélo en el clon MB10, ya
que presentd modificaciones epigenéticas
distintas en cada vifiedo a pesar de no
existir diferencias genéticas entre ambos
ambientes de cultivo. Fenotipicamente cada
clon presenté comportamientos distintos en
cada vifiedo para 7 de las 10 variables
estudiadas.

El andlisis de correlacion entre matrices de
distancias epigenéticas y fenotipicas
sugiere que el ambiente indujo cambios
epigenéticos en MB10 que pueden estar
contribuyendo en las diferencias de los
fenotipos medidos. Para tener mayores
indicios sobre si el genoma influye en la
respuesta epigenética del clon, se evaluara
el comportamiento de un tercer clon distinto
de MB0O1 y MB10. Fortes & Gallusci (2017)
mencionan que la variacién en los patrones
de metilacién podria estar asociado con
rasgos ambientales especificos, por lo tanto
se analizaran las variables climaticas de
cada vifedo (temperatura y humedad
relativa del aire, precipitaciones y radiacion
solar) para conocer el grado de correlacion
de los cambios epigenéticos con el
ambiente. Para estudiar la estabilidad en el

tiempo de los cambios epigenéticos
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encontrados, el clon con mayor variabilidad
epigenética entre fincas se evaluara durante
tres temporadas en una tercera finca.
Caracterizando este material se espera
describir patrones epigenéticos que se
reprograman ante el cambio de ambiente
como asi también otros que muestren
estabilidad (efecto de memoria) y finalmente
poder asociar esta dinAmica a cambios en
la expresion génica y el fenotipo.
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