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Regulacion epigenética de la respuesta adaptativa
al cambio climatico de las especies vegetales

Resultados clave

» Estudios recientes han mostrado que ademas del
componente genético, la variacion epigenética contribuye
a la plasticidad fenotipica y al potencial adaptativo de los
individuos y poblaciones.

e Los mecanismos

epigenéticos,
heredables y reversibles, permiten una rapida adaptacion
de la planta a nuevas condiciones ambientales sin
necesidad de cambiar su secuencia de DNA.

potencialmente

M Contexto

El termino epigenética aparece por primera vez
en el aflo 1942 para definir la rama de la biologia que
estudia las interacciones entre el genotipo y el fenotipo
y como la variabilidad de uno y otro no siempre estan
relacionadas (Waddington 1942). Actualmente la
definiciéon mas extendida hace referencia el estudio de
cambios heredables en la funcion génica que se producen
sin un cambio en la secuencia del DNA y que son
potencialmente reversibles (Bonasio et al. 2010, Nicotra
et al. 2010).

Los mecanismos epigenéticos implicados en
la regulacion génica incluyen: metilacion del DNA,
modificacion quimica de histonas y RNAs no codificantes
(ncRNAs). La metilacion del DNA consiste en la union
covalente de grupos metilo a nucledtidos de citosina;
estas metilaciones pueden ser simétricas (CG y CHQG)
o asimétricas (CHH, donde H= A, T o C), siendo las
primeras las mas comunes en plantas. La modificacion
quimica de las histonas incluye metilaciones (Krauss
2008), acetilaciones, fosforilaciones (Demidov et al.
2009) y ubiquitaciones (Kouzarides 2007) que influyen

en las interacciones entre nucleosomas y, por tanto, en el
grado de condensacion de la cromatina. Estos procesos
no son independientes y a menudo regulan la expresion
génica de forma coordinada. Los cambios en la estructura
de la cromatina provocados por estos mecanismos alteran
la accesibilidad del DNA a los factores de transcripcion
y, por lo tanto, van a influir en que genes se pueden
expresar.

La regulacion epigenética juega un papel
importante en el desarrollo de las plantas. Varios estudios
han demostrado un incremento de la metilacion desde
las primeras etapas del desarrollo de la planta incluso a
nivel de los propios 6rganos vegetativos y reproductivos,
siendo algunos patrones de metilacion especificos
de tejido (Ruiz-Garcia et al. 2005, Zhang et al. 2011,
Fraga et al. 2002a,b). Los patrones epigenéticos son
generalmente borrados en la nueva generacion para
prevenir el establecimiento de nuevos epialelos pero
se han descrito ejemplos de epialelos heredables que
afectan al desarrollo de la planta. En Linaria vulgaris,
planta cuyas flores tienen simetria bilateral y son
polinizadas por abejas, se ha descrito una epimutacion
que suprime la expresion del gen CYCLOIDEA (Lcyc)
durante la floracion generando una simetria radial que
dificulta la polinizaciéon por las abejas (Cubas et al.
1999). La ausencia de maduracién del fruto causada
por la hipermetilacion del gen COLORLESS NON-
RIPENING (CNR) en tomate es otro ejemplo de como
los mecanismos epigenéticos pueden afectar al desarrollo
jugando un papel clave en la dispersion de las semillas
(Manning et al. 2006, Ecker 2013).

Determinadas sefiales ambientales pueden
afectar al desarrollo de la planta a través de mecanismos
epigenéticos. Algunos ejemplos son: la regulacion de
la expresion del gen FLOWERING LOCUS C (FLC)
durante la vernalizacion en Arabidopsis thaliana, siendo




N

necesario que la planta soporte un largo periodo de frio

para que se produzcan cambios en la cromatina que

supriman la expresion de FLC y permitan la floracion
(Bastow et al. 2004), o el descenso de los niveles de
metilacion de DNA total e incremento de la acetilacion de
la histona 4 observados durante la brotacion de castafio
(Castanea sativa) cuando las condiciones son favorables
(Santamaria et al. 2009)

En un escenario de cambio climatico los
cultivos anuales como las especies frutales y forestales
deberan emplear su potencial adaptativo para tratar de
sobrevivir y ser competitivos en las nuevas condiciones
ambientales. Los cambios epigenéticos pueden ser
criticos frente a cambios drasticos del ambiente al
conferir a la planta capacidad de respuesta rapida y
reversible, permitiéndole adaptarse tanto a corto como a
largo plazo mediante lo que se conoce como “memoria
epigenética”. En dientes de ledn (Taraxacum officinale),
con reproduccion apomictica, se han observado cambios
en los patrones de metilacion del DNA en respuesta a

diferentes tratamientos de estrés abidtico y bidtico
(por ejemplo, respuesta a patogenos, herbivoros, alta
concentracion de sal y baja concentracion de nutrientes).
Estos patrones de metilacion alterados se transmitieron
a la siguiente generacion en condiciones control, lo que
refleja una plasticidad epigenética transgeneracional de
un Unico genotipo en respuesta a un estrés ambiental
(Verhoeven et al. 2010). Esta memoria al estrés que se
transmite a la progenie puede permitir a la descendencia
mejorar su respuesta al mismo tipo de estrés (Bossdorf et
al. 2008).

Los organismos con periodos de vida y tiempos
de generacion largos, como gran parte de las especies
lefiosas, deben adecuar su desarrollo y crecimiento
a las condiciones ambientales prevalecientes. Los
mecanismos epigenéticos pueden contribuir mediante
marcadores reversibles, algunos heredables, a establecer
una “memoria temporal” (Kvaalen & Johnsen 2008,
Yakovlev et al. 2010).

Definiciones:

Caracteres funcionales: caracteres cuantitativos relacionados con el fitness y éxito del individuo en un determi-

nado ambiente.

Epigenética: estudio de cambios heredables en la funcion génica que se producen sin un cambio en la secuencia

del ADN y que son potencialmente reversibles.

Epialelos: alelos de un gen idénticos a nivel de la secuencia de DNA pero que difieren en sus modificaciones
epigenéticas. Estas diferencias epigenéticas suelen estar asociadas a diferencias en la expresion de los epialelos.

Fitness: medida del éxito reproductivo de un individuo.

Plasticidad fenotipica: rango de fenotipos que un genotipo puede expresar como consecuencia de su interaccion

con el ambiente.

)

H Resultados y Discusion

Variabilidad epigenética en poblaciones naturales.

Plasticidad fenotipica

Los avances recientes en el ambito de la

epigenética vegetal han aportado datos sobre la regulacion
mediante mecanismos epigenéticos de la variacion
fenotipica en poblaciones naturales. De todos los
mecanismos involucrados en la maquinaria epigenética
(Brautigam et al. 2013), la metilacion de DNA es el mas
estudiado en la regulacion de la variabilidad fenotipica
en poblaciones naturales (Robertson & Wolf 2012, Zang
et al. 2013).

Larelacion entre variacion genética, epigenética,

variacion fenotipica y adaptacion a factores ambientales
ha sido estudiada en violeta y orquidea (Herrera & Bazaga
2010, Paun et al. 2010). Estos estudios han demostrado
una variacion fenotipica adaptativa mediada por una
coordinacion de mecanismos genéticos y epigenéticos
que regulan procesos adaptativos y evolutivos, y que
resultan en una diversidad fenotipica natural que afecta
a numerosos procesos de desarrollo y de respuesta a
condiciones naturales cambiantes

(Figura 1).

La relacion entre variacion epigenética natural y
la variacion fenotipica que afecta a lamorfologia floral y al
tiempo de floracion se ha descrito en genes que controlan
la expresion de estos caracteres en especies como Linaria
vulgaris, Arabidopsis thaliana o Solanum ruiz-lealii a
nivel individual y a nivel de ecotipos (Cubas et al. 1999,
Cervera et al. 2002, Bastow et al. 2004, Johannes et al.
2009, Marfil et al. 2009). En Arabidopsis, uno de los
estudios mas avanzados en este campo es la regulacion
por mecanismos epigenéticos de la expresion del gen
FLOWERING LOCUS C (FLC) que controla el tiempo
de floracion, tal y como se sefial6 en el apartado anterior.
Ademas se han descrito asociaciones entre la variacion
de estos genes y la latitud, temperatura y precipitaciones
que sugieren que la influencia de estos factores sobre
el control epigenético de los genes involucrados podria
ser importante en la adaptacion de individuos o ecotipos
concretos a variaciones estacionales y situaciones
ambientes cambiantes a nivel local (Mendez-Vigo et
al. 2011). En todos estos casos, se ha demostrado una
correlacion entre cambios en el modelo de la metilacion
del DNA y los cambios en la expresion de los caracteres
sin existir variacion en la secuencia nucleotidica, lo que
puede indicar que el control de la expresion de estos
caracteres pudiera tener un componente epigenético
independiente de la variacion genética. Este componente
epigenético estaria mediado por la presencia de epialelos
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(A) Figura 1. Esquema simplificado de cémo la variabilidad genética y epigenética de las especies vegetales contribuyen a su variabilidad fenotipica

frente a cambios medioambientales.

Fuente: elaboracién propia.

en el genoma, es decir, alelos idénticos de un gen anivel de
secuencia nucleotidica del DNA pero que difieren en sus
modificaciones epigenéticas. La presencia de epialelos
suele estar asociada a diferencias en la expresion de los
alelos. Por tanto, el control epigenético podria resultar
en una variacion fenotipica de potencial importancia
ecologica.

Otra fuente de variacion epigenética natural
surge de los procesos de poliploidizacion. Se han descrito
cambios epigenéticos a nivel gendémico que se inducen
por duplicacion génica (Doyle et al. 2008). Ademas, las
nuevas variantes epigenéticas originadas por duplicacion
gendmica aportan un potencial de divergencia fenotipica
y ecoldgica entre poliploides y sus taxones parentales
(Doyle et al. 2008). Asi, comparaciones del nivel de
metilacion de DNA entre tres especies alopoliploides
de orquideas procedentes del mismo taxén parental
mostraron una gran divergencia en los perfiles de
metilacion que fueron correlacionados con el ambiente
de crecimiento (Paun et al. 2010).

Los cambios en las condiciones ambientales
también pueden inducir cambios significativos en las
marcas y maquinaria epigenéticas que pueden desempenar
un papel importante en las respuestas plasticas al ambiente
(Mirouze & Paszkowski 2011, Richards et al. 2011), y

que han sido particularmente estudiadas en la respuesta
de las plantas al estrés ambiental (Bruce et al. 2007).
Cambios persistentes en las modificaciones epigenéticas
pueden incluso crear una “memoria de estrés” que en
algunos casos es heredada por la progenie no sometida a
condiciones de estrés pero que presumiblemente prepara
a la nueva generacion para responder a esas nuevas
condiciones (Bruce et al. 2007, Scoville et al. 2011).
En este sentido, tanto el fenotipo estresado como los
cambios en la metilacion de DNA asociados a ese estrés
se heredaron durante tres generaciones en Taraxacum
officinale (Verhoeven et al. 2010). El analisis de lineas
recombinantes consanguineas epigenéticas (epiRILs) de
Arabidopsis crecidas en distintas condiciones ambientales
demostro que la variacion del estado de metilacion del
DNA puede causar una importante variacion heredable en
caracteres de interés desde un punto de vista ecoldgico,
como por ejemplo tolerancia a la sequia o a limitacion de
nutrientes, asi como en su plasticidad (Zang et al. 2013).

Los arboles son organismos con largos y
complejos ciclos vitales que tienen que enfrentarse con
ambientes variables durante periodos largos de vida. Por
tanto, los arboles tienen una alta capacidad de adaptacion
y, en general, manifiestan una alta plasticidad fenotipica.
Ademas del componente genético, lavariacion epigenética
también contribuye a la plasticidad fenotipica y al




potencial de adaptacion de los arboles. Los datos sobre
variacion natural de marcas epigenéticas y su relacion
con la variabilidad fenotipica en arboles son mas escasos.
Asi, en Laguncularia racemosa, se detectd6 una mayor
variacion en la metilacion de DNA en comparacion con la
variacion genética dentro y entre poblaciones de arboles
en ambientes cambiantes, lo que también sugiere que la
variacion epigenética juega un papel importante en la
adaptacion a largo plazo de arboles a distintos ambientes
(Lira-Medeiros et al. 2010). Debido a los largos ciclos
vitales de los arboles, son necesarios ajustes de desarrollo
que permitan mantener la flexibilidad para coordinar y
sincronizar crecimiento y desarrollo con condiciones
ambientales cambiantes a corto, medio y largo plazo.
En este sentido, variaciones en metilacion de DNA y en
la modificacion de histonas se han correlacionado con
cambios morfologicos y fisiologicos en una variedad
de procesos relacionados con ajustes a condiciones
ambientales como cambios de fase, madurez de 6rganos,
dormicion de yemas o fenologia, en general (Diaz-Sala
et al. 1995, Fraga et al. 2002a,b, Rhode 2009, Santamaria
et al. 2009). Se han descrito cambios significativos en
la expresion génica y en las modificaciones epigenéticas
durante la dormicién de yemas, proceso vital de
adaptacion a cambios estacionales. Bajos niveles de
metilacion de DNA y altos niveles de acetilacion de
determinadas histonas se asociaron a crecimiento de
yemas, mientras que altos niveles de metilacion y bajos
de acetilacion de histonas especificas se asociaron a
dormicion (Santamaria et al. 2009). La plasticidad en las
modificaciones epigenéticas también ha sido observada
en la respuesta fenoldgica de plantulas desarrolladas
en afios con temperaturas cambiantes. En abeto se ha
descrito una memoria epigenética dependiente de la
temperatura existente durante el desarrollo del embrion
y que influencia el tiempo de apertura de yemas en
primavera, cese de crecimiento de tallos en verano,
dormicion de yemas y aclimatacion al frio en otofio, asi
como cambios significativos de expresion génica en cada
etapa (Yakovlev et al. 2010). En Pinus pinea, una especie
con escasa variabilidad genética, se han detectado altos
porcentajes de variacion en los niveles de metilacion
de ADN al analizar individuos de varias poblaciones
costeras y de interior (Saez-Laguna et al. 2014).

El control de la variacion epigenética puede
ser ambiental, genético o independiente de ambos. Por
consiguiente, los caracteres epigenéticos pueden verse
sometidos a procesos selectivos a través de genes que
controlan la variacion epigenética del caracter o a través
de epialelos que se heredan (Robertson & Wolf 2012).
Asimismo, las epimutaciones al azar y la estabilidad de
los epialelos son factores a tener en cuenta durante la
evolucion (Richards et al. 2012). La tasa de epimutacion
puede afectaraladiversidad epigenéticay alas frecuencias
de equilibrio de epialelos, por tanto, en general, la
variacion epigenética puede contribuir significativamente
a la adaptacion. Estudios en Arabidopsis han demostrado
que la tasa de epimutaciones es mayor que la de
mutaciones, al menos en sitios especificos del genoma,
en plantas mantenidas en un mismo ambiente de
crecimiento. Las tasas de epimutaciones al azar en
poblaciones naturales podrian estar influenciadas por
el ambiente y correlacionarse con cambios fenotipicos
especificos. Por otra parte, la reversibilidad de las
epimutaciones, que afectan fundamentalmente a
dos estados alélicos (citosina metilada y citosina no
metilada), es mas frecuente que la de las mutaciones en la

secuencia de nucleotidos. Por tanto, la tasa de reversion
puede ser importante a nivel poblacional, ya que puede
facilitar reversion en cambios fenotipicos que pueden ser
beneficiosos ante fluctuaciones ambientales temporales
o espaciales (Becker et al. 2011). De igual modo, la
ventaja de la plasticidad transgeneracional, es decir, de
las epimutaciones heredables que se correlaciona con
la adaptacion a cambios ambientales de los parentales,
podria ser la expresion de una mezcla de fenotipos en
la progenie que pueda enfrentar ambientes cambiantes
impredecibles (Jablonka et al. 1995).

B Recomendaciones para la adaptacién

En un contexto de cambio climatico, la
plasticidad fenotipica puede ser un factor que module la
respuesta adaptativa de la planta, permitiendo que ésta
responda rapidamente a cambios bruscos del entorno
acaecidos a corto plazo y que, a la vez, ajuste su respuesta
adaptativa frente a cambios a largo plazo, e incluso que la
transmita a su descendencia.

La wvariacién epigenética puede contribuir
en gran medida a la plasticidad fenotipica o variacion
fenotipica asociada a cambios medioambientales, y
puede ser de especial relevancia en poblaciones con
escasa variabilidad genética o que se encuentren en
habitats expuestos a cambios medioambientales bruscos
(Figura 1). Los mecanismos epigenéticos contribuyen a
la divergencia adaptativa entre poblaciones.

Por consiguiente, ambos tipos de variacion,
genética y epigenética, son una fuente importante de
varianza en caracteres funcionales, que determinan no
s6lo la supervivencia sino el éxito del individuo como,
por ejemplo, caracteres relacionados con la tolerancia a
estreses y caracteres reproductivos.

Ante un escenario de cambio climatico es
importante poder determinar el nivel de variacion
fenotipica heredable (plasticidad transgeneracional
mediada por epialelos), determinada por el componente
epigenético y el nivel de variacion fenotipica no-
heredable, para aplicarlas en el manejo de los recursos
genéticos segin la naturaleza de los mismos. El
significado de los epialelos en las poblaciones naturales
dependera de su frecuencia y estabilidad (Rohde &
Junttila 2008). Asimismo, en un escenario en el que los
cambios medioambientales son frecuentes a lo largo de
una generacion, la plasticidad transgeneracional no aporta
grandes beneficios, aunque, si ¢l ambiente permanece
estable durante unas pocas generaciones, el ambiente en
el que habitan los progenitores puede predecir el de su
descendencia, siendo beneficioso para la misma heredar
el fenotipo de sus progenitores a través de la llamada
“memoria transgeneracional”.




B Material suplementario

Es importante tener en cuenta que no existen
métodos cuantitativos que permitan distinguir entre
los componentes genéticos y epigenéticos que afectan
a un caracter. En un andlisis clasico, el componente
epigenético contribuird a la variabilidad genética y/o a la
fenotipica (Kalisz & Purugganan 2004), incrementando
la variabilidad del cardcter. En consecuencia, y como
ejemplo, las clinas genéticas observadas al estudiar
caracteres fenologicos podrian reflejar adaptaciones
locales mas que diferencias genéticas. El empleo de
estructuras genéticas apropiadas ha mostrado que
caracteres como la eficiencia energética y la homeostasis
de la energia, que son parte integrante del rendimiento,
tienen un componente epigenético que puede ser dirigido
y estabilizado por seleccion artificial (De Block & Van
Lijsebettens 2011).

Asimismo, la introduccion del componente
epigenético en un contexto ecoldgico (epigenética
ecologica) permite complementar el componente
genético proporcionando una vision mas holistica de
la dindmica del genoma (Bossdorf et al. 2008). Para
incorporar de forma eficaz el componente epigenético
debemos mejorar nuestro conocimiento sobre el alcance
y la estructura de la variacién epigenética en y entre
las poblaciones naturales. Asimismo, es importante
determinar en qué medida pueden los factores ambientales
bidticos y abidticos inducir cambios epigenéticos
heredables y determinar la importancia relativa de la
variacion epigenética para determinar el resultado de las
interacciones ecologicas. Esta informacion nos permitira
mejorar nuestra comprension de los mecanismos que
subyacen a la variacion fenotipica natural y de las
respuestas de los organismos a los cambios ambientales.

Desde un punto de vista basico, el estudio
epigenético ha permitido cuestionar algunos de los
dogmas de la genética y biologia. Por ejemplo, la
movilidad de los elementos transponibles (TE) cuestiona
el dogma de que todas las células de un individuo
comparten el mismo genoma. Se ha observado que
el estrés ambiental, principalmente en combinacion
con una regulacion epigenética alterada, conduce a la
movilizacion de los elementos transponibles enddgenos
(Ito et al. 2011). Aunque se desconoce hasta qué punto
esa movilizacion de TE participa en la evolucion y
adaptacion de las plantas (Mirouze & Paszkowski 2011),
cada vez contamos con un mayor nimero de evidencias
que muestran el potencial de los TEs para crear redes que
modifican la regulacion transcripcional de los genes y
por consiguiente participan en el control de la regulacion
génica (Mattick et al. 2009).

Por otro lado, el dogma que asociaba el estado
de compactacion de la cromatina con la actividad
transcripcional, es decir, cromatina no compactada,
transcripcionalmente activa (eucromatina) frente a la
cromatina compactada, silenciada (heterocromatina),
parece ser una simplificacién que no se ajusta a la realidad
(Roudier et al. 2011, Van Steensel 2011). La estructura
de la cromatina de especies modelo como Drosophila y
Arabidopsis parece ser mas compleja y estar constituida
por varios tipos atendiendo a las marcas epigenéticas,
a su localizacion nuclear y a las proteinas que se unen.
Estos tipos de cromatina favorecerian o prevendrian la
asociacion de los factores de transcripcion, definiendo
los patrones de expresion génica.

El conocimiento de la secuencia del genoma
de numerosas especies vegetales (incluyendo cultivos
y especies leflosas frutales y forestales), junto con el
desarrollo de las nuevas técnicas de analisis masivo, ha
permitido abordar estudios epigenéticos tanto a nivel
de genes y regiones especificas del genoma e incluso
examinar las modificaciones epigenéticas en estudios
masivos abordados por la epigenémica. Los estudios
epigenéticos abarcan un gran numero de técnicas
complementarias dirigidas al analisis de diferentes
componentes epigenéticos. A continuacion se proporciona
una breve descripcion para indicar los analisis mas
habituales asociados a cada tipo de modificacion:

e Analisis de modificaciones de cromatina y
de RNAs no codificantes (ncRNAs): en la
actualidad, los distintos tipos de modificaciones
de histonas pueden analizarse utilizando técnicas
de inmunoprecipitacion de cromatina, empleando
anticuerpos especificos, identificandolos
mediante hibridaciones de microordenamientos
(ChIP) o secuenciacion masiva (ChIP-seq). La
secuenciacion masiva ha permitido identificar y
cuantificar los siRNAs permitiendo identificar las
dianas de la metilacion del DNA dirigida por RNA
(RdDM, mediada por RNAs de 24nt de longitud),
y del silenciamiento génico post-transcripcional
(PTGS, mediado por RNAs de 21 nt de longitud)
y su dinamica.

e Analisis de metiloma de DNA. Dos técnicas
se emplean principalmente en el estudio de los
metilomas vegetales: inmunoprecipitacion con
anticuerpos que reconocen las citosinas metiladas
(MeDIP) o empleo de enzimas sensibles a
metilacion que permiten la identificacion de DNA
metilado, en ambos casos se identifica mediante
hibridacion de un microordenamiento o mediante
secuenciacion masiva. El ultimo grupo de técnicas
se basa en la transformacion de las citosinas
metiladas en uracilos mediante tratamiento de
DNA con bisulfito, introduciendo cambios en la
molécula original de DNA que pueden detectarse
mediante secuenciacion masiva (BS-Seq).

e Analisis de elementos transponibles (TEs):
El andlisis de la expresion de los TEs puede
monitorizarse empleando CAGE (cap analysis
of gene expression, Faulkner & Carninci 2009,
Faulkner et al. 2009). Asimismo, las técnicas de
hibridacion genémica comparativa (CGH) se han
empleado para determinar la variabilidad en el
namero de copias de los TEs.
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