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HISTONAS H2A DE FENOTIPO SILVESTRE Y
MUTANTES EN Trypanosoma cruzi. EFECTO
SOBRE PROLIFERACION
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Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas, sobrevive al dafio oxidativo al ADN tanto en
el insecto vector como en el hospedero mamifero. En
eucariontes recientes la fosforilacion de la histona H2AX
en Ser™ es una respuesta temprana fundamental para
la reparacion del ADN. En tripanosomatidos no se ha
identificado genes ortdlogos para H2AX pero en T brucei

130 a

se detectd que H2A canodnica es fosforilada en Thr
causa de dano al ADN. En T cruzi este residuo corresponde
a Thr®' y su rol en la respuesta al dafio del ADN no se
ha estudiado. Se realizaron tres mutaciones sitio-dirigidas
en el codén que codifica para Thr?!' de H2A de T cruzi:
alanina (no fosforilable), cido glutimico y 4cido aspartico
(simulacién fosforilacién). Las secuencias nucleotidicas
fueron insertadas en el vector pTREX, transfectadas
a epimastigotes de T cruzi y expresadas como proteinas
de fusién con GFP. Se comprobd la expresiéon de las
proteinas mediante visualizacién directa por microscopia
de fluorescencia, IF y western blot. Las histonas unidas a
GFP se localizan a nivel de ntcleo, sugiriendo asociacién
con la cromatina. Parisitos que expresan H2A Thr?'Ala
proliferan mas lento que aquellos que sobreexpresan la
histona silvestre. Se concluye que la sustitucion Thr'*'Ala
en la histona H2A afecta negativamente la proliferaciéon
del parédsito. Financiamiento: Proyecto FONDECYT
1130113

PATRONES GENOMICOS DE METILACION Y
ANCESTRIA GENETICA EN PACIENTES CON
CANCER DE MAMA DE URUGUAY
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Las alteraciones en los patrones de metilaciéon del
ADN han sido asociadas con diferentes tipos de tumores.
Aunque estos patrones son tejido-especificos, datos
recientes indican que cambios epigenéticos en leucocitos
son promisorios marcadores de riesgo para tumores.
Para detectar marcadores en cancer de mama esporadico
en la poblaciéon uruguaya, determinamos el nivel de
metilaciéon del ADN de leucocitos (gADNmet) en 86
pacientes y 92 controles mediante cuantificacion relativa
de 5mC y medimos metilacién sitio-especifica utilizando
HumanMethylation450 microarray. Encontramos una
hipometilacién gADNmet en pacientes en comparacion
a controles sanos, sugiriendo su potencial uso como
marcador de riesgo. Dado que la poblacién uruguaya es
mestizada, estudiamos la correlacién entre gADNmet y
ancestria genética individual. Se detecté una correlacién
negativa entre ancestria africana y gADNmet en pacientes,
lo cual sugiere que la estructura ancestral del genoma
podria modelar los patrones de metilacion. Se identificaron
77 sitios CpG diferencialmente metilados en pacientes,
que incluyen genes conocidos asociados a cancer y otros
nuevos en oncogénesis. Este panel fue caracterizado y
validado en muestreo independiente de tejidos mamarios,
diferenciando leucocitos de pacientes con cancer de mama
de controles, asi como tejido mamario sano del tumoral.
Detectamos metilacion diferencial del ADN a nivel global
y sitio-especifico en leucocitos de pacientes con cincer
de mama esporadico, sugiriendo la existencia de variacion
sistémica en la metilaciéon del ADN asociada con riesgo a

cancer.
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DNA METHYLATION LEVELS ARE AFFECTED
BY SUBCULTURE PERIODS DURING SOMATIC
EMBRYOGENESIS OF Araucaria
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In somatic embryogenesis, the dedifterentiation of target
cells and the acquisition of embryogenic competence
are modulated by DNA methylation and mediated by
phytoregulators, such as 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D). This study aimed to investigate the global DNA
methylation levels (GDML) in embryogenic cultures
(EC) of Araucaria angustifolia exposed or not to 2,4-D
after subculture periods. The plant material consisted of:
zygotic embryos derived from immature cones; EC from
the third cycle multiplication in the presence and absence
of 2,4-D, until the 17th cycle, every two cycles. The results
obtained for EC maintained in 2,4-D absence showed
an heterogeneous pattern of GDML between successive
multiplication cycles. Until the third cycle of subculture
GDML remained constant (15.38%) as compared to
control (15.98%), with a drop in the seventh cycle and
then increased again. This unstable behavior persisted until
the 17th cycle. EC maintained in 2,4-D presence indicated
a regular pattern, with a initial decrease in GDML in
the third cycle (10.62%), and remaining stable until the
seventh cycle. From the ninth cycle (12.96%) there was a
gradual and constant increase in methylation rate resulting
in 14.43% in the 17th cycle. These results suggest that 2,4~
D presence in culture medium is essential for the cells
maintenance in an undifferentiated state during early
development of A. angustifolia. It was also observed that
the exposure time to 2,4-D interferes in GDML levels,
which can affects the embryogenetic competence and

consequently the somatic embryos obtention.

CAMBIOS DE METILACION DEL ADN EN
RESPUESTA A ESTRES Y SU RELACION CON
LA APOMIXIS EN PASTO LLORON
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El estrés ejerce sus efectos sobre el organismo, no sélo
a través de las vias de respuesta fisiologica, sino también
a través de vias genéticas y epigenéticas, y el modo
reproductivo no es ajeno a esta situacién. Nuestro objetivo
fue determinar el efecto de diferentes factores que generan
estreses genomicos sobre la expresion de la apomixis en
pasto llorén, como el estrés hidrico, el cultivo in vitro, la
poliploidizacién y la hibridacion intraespecifica. Para ello,
se analizaron sacos embrionarios de plantas de distintos
genotipos de pasto llorén luego de haber sido sometidas
a dichas condiciones. Ademis, se realizaron pruebas de
progenie con marcadores moleculares y se analizd el nivel
de metilacién de los genomas luego de los diferentes
tratamientos. Se analizé la ocurrencia de cambios en el
tiempo en el genoma (AFLPs) y en el epigenoma (MSAP).
En plantas sometidas a estrés hidrico se hallaron cambios
en el nivel de metilacién y el nimero de sacos sexuales
producidos por las plantas con un alto grado de correlacion
(R*=0,8). Luego de la hibridacién intraespecifica se
observaron en dos hibridos diferentes, cambios en la
estructura genética y epigenética que también fueron
asociados a los niveles de apomixis/sexualidad. En ambos
casos, las secuencias de las bandas mostraron homologia
con elementos transponibles. Los resultados obtenidos
nos permiten discutir acerca del posible mecanismo de
apomixis en pasto llorén, postulando la existencia de una

regién sujeta a control epigenético.
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CAMBIOS EPIGENETICOS EN MAIZ BAJO
ESTRES SALINO
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Las plantas expuestas a condiciones de estrés, pueden
sufrir alteraciones epigenéticas heredables o modificaciones
en la expresion génica, que no son acompanadas por
cambios en la secuencia de ADN. El objetivo del trabajo fue
evaluar el posible efecto epigenético sobre el crecimiento
y desarrollo del maiz expuesto a distintas concentraciones
salinas. La linea SC75 se expuso a tres tratamientos: sin
sal (Control), 50mM de NaCl (Sal I) y 100 mM de NaCl
(Sal II). Cada una de sus progenies fue sometida a los
mismos tratamientos durante tres aflos consecutivos. Los
caracteres evaluados fueron: area foliar y comportamiento
en salinidad. De los resultados se dedujo que: i) En
Control las progenies provenientes de generaciones con
dos o mas afos en salinidad mostraron un area foliar
significativamente mayor. ii) En Sal I, las progenies de
plantas expuestas previamente a salinidad, evidenciaron un
area foliar significativamente mayor a las no expuestas y
mejoraron su comportamiento en sal; aunque un mayor
ntmero de generaciones en sal no incrementaron su area y
i11) En Sal II el comportamiento del area foliar fue similar
a Sal I; por otro lado las plantas con tres generaciones en
sal no toleraron la alta concentraciéon salina y murieron
al igual que las plantas provenientes de tratamientos sin
sal. En conclusién, los ambientes maternos salinos inducen
cambios epigenéticos en el maiz que se transmiten a las
proximas generaciones. La exposicion sucesiva al estrés
no incrementaria los cambios epigeneticos. Estos cambios
no serian permanentes para el comportamiento frente a la

salinidad.

VARIABILIDAD EPIGENETICA EN ESPECIE
SILVESTRE DE PAPA Solanum kurtzianum EN
UN GRADIENTE ALTITUDINAL
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Desde una perspectiva ecoldgica es relevante evaluar la
magnitud y estructura de la variacion genética y epigenética
dentro y entre poblaciones naturales, dilucidar si existen
patrones sistematicos de variaciéon en relacion a factores
ambientales y reconocer en qué medida reorganizaciones
a gran escala del genoma pueden participar en la
respuesta de las plantas ante diferentes retos ambientales.
Se analizé la variabilidad genética con AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) y epigenética con MSAP
(Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) de nueve
poblaciones naturales de Solanum kurtzianum distribuidas a
lo largo de un gradiente altitudinal en la Reserva Natural
Villavicencio, Mendoza. No se encontraron diferencias
entre poblaciones con AFLP, mientras que con MSAP
las plantas de la poblacién de mayor altitud mostraron
patrones epigenéticos que la diferenciaron del resto.
Adicionalmente, se recolectaron dos genotipos a los 1200
y 2100 m snm, se multiplicaron y obtuvieron clones que se
cultivaron en jardines comunes a diferentes altitudes dentro
de la Reserva. Los clones cuando fueron cultivados en
un sitio contrastante a su sitio de origen experimentaron
una desmetilacion general de su genoma. Actualmente
estamos evaluando cambios fenotipicos experimentados
por los clones cultivados en los diferentes sitios y si existen
epialelos que de acuerdo a sus frecuencias en las diferentes

poblaciones se encuentren bajo seleccion.
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