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Resumen 

La enzima glutatión peroxidasa (GPX) cataliza la reducción de H2O2. Además, es posible 

que actúe como sensor redox, en el proceso de monitorear el estado oxidativo en células 

vegetales. Con el propósito de comprobar la anterior hipótesis y estudiar los efectos del 

estrés oxidativo sobre marcas epigenéticas, se evaluó la actividad de enzimas 

antioxidantes y patrones de metilación de DNA en líneas de arroz con genes GPX 

silenciados. Seis plantas de arroz GPXs (3 líneas para cada isoforma mitocondrial GPX1 y 

GPX3) se utilizaron en los experimentos. El ensayo se estableció en un diseño bloques 

completos al azar con tres réplicas. En época de floración, se evaluaron variables 

morfofisiológicas, la actividad de cinco enzimas antioxidantes y se cuantificó el contenido 

de metilación de DNA global y sitio específico. Los resultados de correlación indican que 

la deficiencia de GPX redujo significativamente (p<0.05) la actividad de proteínas 

antioxidantes como glutatión reductasa (GR) y catalasa (CAT) (r=0.88 y 0.52, 

respectivamente) en líneas GPXs. La reducción de la actividad enzimática antioxidante en 

plantas GPXs es acompañada de la disminución significativa (p<0.05) en los niveles de 

metilación global hasta en 41%. No obstante, plantas GPXs conservan valores de 

metilación para secuencias CG, mientras que las secuencias CHH tienden a la 

hipermetilación. Con todo, la deficiencia de genes GPX afectó significativamente (p<0.05) 

el vigor (biomasa de hojas, raíz y semilla) en plantas GPXs. Los resultados respaldan la 

hipótesis que atribuye a la enzima GPX la función de sensor redox y revela que la 

deficiencia enzimática antioxidante provoca alteraciones específicas en patrones de 

metilación de DNA.  

 

Palabras clave: Epigenética, sensor redox, estallido oxidativo, metiloma, estrés genómico 

 



 

Abstract 

Enzyme glutathione peroxidase (GPX) catalyze the reduction of H2O2. In addition, it is 

possible that they act as a redox sensor, in the process of monitoring the oxidative state in 

plant cells. In order to verify the previous hypothesis and study the effects of oxidative 

stress on epigenetic marks, the activity of antioxidant enzymes and DNA methylation 

patterns in lines with Knockdown GPX genes (GPXs) was evaluated. Six rice GPXs plants 

(3 lines for each mitochondrial isoform GPX1 and GPX3) were used in the experiments. The 

trial was established in a randomized complete blocks design with three replicas. At 

flowering time, morphophysiological variable, the activity of five antioxidant enzymes was 

evaluated and the methylation content of global DNA and specific site was quantified. The 

correlation results indicate that the GPX deficiency significantly reduced (p<0.05) the 

activity of antioxidant proteins such as GR and CAT (r = 0.88 and 0.52, respectively) in 

GPXs lines. The reduction of enzymatic antioxidant activity in GPXs plants is accompanied 

by a significant decrease (p <0.05) in the levels of global methylation up to 41%. However, 

GPXs plants retain methylation values for CG sequences, while CHH sequences tend to 

hypermethylation. Thus, Knockdown GPX genes significantly affected (p<0.05) vigor (leaf, 

root and seed biomass) in GPX plants. The results support the hypothesis that GPX 

enzyme attributes the role of redox sensor and reveals that antioxidant enzymatic 

deficiency causes specific alterations in DNA methylation patterns. 

 

Keywords: Epigenetics, redox sensor, oxidative burst, methyloma, genomic stress 
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Introducción 

Hace aproximadamente 2.7 millones de años la atmósfera comenzó a enriquecerse con 

oxígeno (O2) al evolucionar organismos fotosintéticos. Este acontecimiento confirió 

ventajas adaptativas a los organismos que utilizan O2 como aceptor final de electrones, 

proporcionándoles mayor energía en comparación con el metabolismo anaeróbico. Como 

resultado, en la reducción de O2 son formados especies reactivas de oxigeno (ROS), que 

son productos intermediarios extremadamente reactivos y potencialmente tóxicos para los 

organismos (Gill & Tuteja, 2010).   

 

Estos compuestos pueden alterar de diferentes formas los procesos fisiológicos de las 

plantas. En condiciones normales, se estiman concentraciones de ROS varían entre 2-5%, 

mientras que bajo condiciones de estrés, pueden aumentar hasta alcanzar valores del 30% 

(Polle, Schwanz, & Rudolf, 2001). El incremento rápido de niveles de ROS se denomina 

estallido oxidativo, y es provocado por varios factores incluyendo salinidad, radiación UV, 

metales pesados, temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes, polución de aire, 

ataque de patógenos, estrés hídrico y herbicidas (Gratão, Pompeu, & Azevedo, 2006). 

ROS son partículas altamente tóxicas que causan deterioro en ácidos nucleicos, oxidación 

de proteínas, peroxidación de lípidos y carbohidratos, y finalmente pueden provocar la 

muerte de la célula. No obstante, las plantas evolucionaron para integrar ROS en los 

procesos biológicos involucrados en el crecimiento, ciclo celular, muerte celular 

programada, señalización hormonal, respuesta al estrés biótico y abiótico (Mittler, 

Vanderauwera, Gollery, & Van Breusegem, 2004). Por tanto, las concentraciones de ROS 

deben ser controladas en el interior de las células vegetales.  

 

Las plantas emplean sistemas de defensa antioxidante para protegerse contra ROS. 

Dichos sistemas pueden involucrar compuestos de tipo enzimático y no enzimático. La 
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familia de genes glutatión peroxidasa (GPX) codifica para varias isoenzimas, que hacen 

parte del sistema de defensa antioxidante de todos los organismos. Los genes GPX 

responden a condiciones de estrés, y su función principal es codificar enzimas con el 

objetivo de reducir el exceso de peróxido de hidrógeno y peróxidos lipídicos (Pasaia et al., 

2015).  

 

Por otra parte, la metilación del DNA es una modificación química que controla la expresión 

génica y puede ser de gran valor en el mejoramiento genético para resistencia a 

condiciones de estrés. Mientras que la recombinación genética puede dar lugar a nuevas 

combinaciones de genes que mejoran la resistencia a condiciones de estrés, la velocidad 

a la que se producen dichas combinaciones de genes no se puede comparar con la tasa 

de cambio en el medio ambiente (Peng & Zhang, 2009). Por tanto, en condiciones de 

estrés, la metilación del DNA es el principal mecanismo regulador de la expresión génica. 

Dichos mecanismos pueden modificar el DNA genómico de las plantas, de forma rápida y 

reversible, lo que evita la necesidad excesiva de recombinación genética y de diversidad 

de poblaciones, que se requieren en programas de mejoramiento. Además, estudios 

recientes demuestran que la metilación de secuencias ricas en GC puede actuar como 

punto de coordinación central para muchos mecanismos epigenéticos, que están 

asociados con la "memoria" que se transfiere fielmente a la progenie (Peng & Zhang, 

2009). Dichos patrones de expresión génica son mitótica y meioticamente estables, 

pueden ser adquiridos de forma reversible y confieren a los organismos adaptarse más 

rápidamente a condiciones de estrés que la recombinación genética (Law & Jacobsen, 

2010). Esto puede contribuir a la adaptación del DNA a diferentes condiciones de estrés, 

lo cual sería potencialmente útil en el mejoramiento genético. 

Recientemente, se ha estudiado la relación entre la metilación de DNA y el estado redox 

de la célula. En Arabidopsis thaliana, por ejemplo, el silenciamiento de genes GPX, causó 

alteraciones en el genoma nuclear probablemente por el efecto del incremento del peróxido 

de hidrógeno (H2O2) (Garber et al., 2012). De manera que, es posible que patrones de 

metilación de DNA sean alterados por el exceso de ROS en el interior de las células, como 

mecanismo de defensa para reparar el genoma nuclear. Para comprobar esta hipótesis, 

se obtuvieron plantas de arroz con genes de la familia GPX silenciados (Passaia & Gaeta, 

2013), con el fin de estudiar la relación entre las enzimas GPXs y las alteraciones en la 

metilación de DNA.  
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1. Objetivos 

1.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre características 

morfofisiológicas, actividad de enzimas antioxidantes y patrones de metilación de DNA en 

líneas de arroz transgénicas. 

1.2 Objetivos específicos 

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre las características 

morfofisiológicas en líneas de arroz. 

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre la actividad de 

enzimas antioxidantes en líneas de arroz. 

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre los patrones de 

metilación de DNA en líneas de arroz. 
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2. Revisión de literatura  

2.1 Especies reactivas de oxígeno  

La introducción de oxigeno molecular en la atmósfera terrestre por organismos 

fotosintetizadores, proporcionó mayores ventajas adaptativas a organismos que utilizan 

O2, como aceptor final de electrones, en comparación con otros procesos como 

fermentación y respiración anaeróbica (Luo et al., 2016). Como consecuencia de la 

reducción de O2 se forman especies reactivas de oxigeno (ROS), que son productos 

intermediarios extremadamente reactivos y potencialmente tóxicos para los organismos 

(Gill & Tuteja, 2010). Por tanto, en los procesos fisiológicos que incluyen reacciones 

aeróbicas como fotosíntesis o respiración, inevitablemente generan ROS. Estos 

compuestos son normales en el metabolismo aerobio, pero su concentración en las células 

debe permanecer controlada, dependiendo de las condiciones ambientales o de ciertos 

procesos de señalización (Luo et al., 2016). Según Gill & Tuteja (2010) éstos pueden ser 

de dos tipos: radicales libres, que incluyen superóxidos, hidroxilos, perhidroxilos y alcoxi; 

o moléculas no radicales que incluyen peróxidos de hidrógeno y oxígeno atómico. 

 

La generación de ROS se lleva a cabo por transferencia de energía (Figura 2-1). La 

reducción univalente del O2 por el transporte de electrones de la cadena respiratoria resulta 

en la generación del superóxido (O2*-). La dismutación del O2*- ocurre en pH bajo, 

involucrando a transferencia de un electrón para otro O2*-, lo cual genera un ion peróxido 

(O2
2-). A su vez, este último compuesto puede ser protonado formando peróxido de 

hidrógeno (H2O2) (Gill & Tuteja, 2010). Además de eso, O2*- puede ser también protonado 

para formar el radical peridroxil (HO2
-). En la presencia de metales de transición como 

cobre (Cu++) o hierro (Fe++), el H2O2 puede generar el radical hidroxilo (*OH). Por otro lado, 

el oxígeno singleto (1O2) es otra forma de ROS, pero no es generada por adición de 
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electrones, si no por elevación de un electrón a un orbital más energético(Gill & Tuteja, 

2010).  

 

 

Figura 2-1: Generación de ROS por transferencia de energía. Fuente: Gill & Tuteja (2010).  

 

ROSs se producen principalmente en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas. Dichas 

organelas se caracterizan por presentar vías metabólicas muy oxidantes o con altas tasas 

de flujo de electrones (Navrot et al., 2006). En condiciones de luz, los cloroplastos y 

peroxisomas son la principal fuente de ROS, mientras que en oscuridad, las mitocondrias 

son los productores más sobresalientes (Anjum, Umar, & Chan, 2010). El retículo 

endoplasmático y el citoplasma son potenciales productores de ROS mediante las vías de 

desintoxicación por citocromo p450 (Anjum et al., 2010). Con todo, los mismos autores 

estiman que el consumo del 1-2% de O2 por parte de los tejidos vegetales conduce a la 

generación de ROS. 

2.2 Estrés oxidativo  

Estos compuestos pueden alterar de diferentes formas los procesos fisiológicos de las 

plantas. Los ROS son partículas altamente reactivas y tóxicas que causan deterioro en 

ácidos nucleicos, oxidación de proteínas, peroxidación de lípidos y carbohidratos, y 

finalmente puede provocar la muerte de la célula (Bela et al., 2015). 
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En condiciones normales, se estiman concentraciones de ROS varían entre 2-5%, mientras 

que bajo condiciones de estrés, estos valores pueden aumentar hasta alcanzar valores del 

30% (Polle et al., 2001). El incremento rápido de niveles de ROS se denomina estallido 

oxidativo, y es provocado por varios factores incluyendo salinidad, radiación UV, metales 

pesados, temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes, polución de aire, ataque de 

patógenos, estrés hídrico y herbicidas (Gill & Tuteja, 2010). Estos aumentos repentinos 

pueden causar daño significativo en las estructuras celulares. 

 

No obstante, ROS también son moléculas necesarias e importantes durante el 

metabolismo normal de la planta, ya que regulan procesos biológicos involucrados en el 

crecimiento, ciclo celular, muerte celular programada, señalización hormonal, respuesta al 

estrés biótico y abiótico (Mittler et al., 2004). En arroz, por ejemplo, el peróxido de 

hidrógeno promueve la expansión celular y el diámetro de raíces, mediante el aumento del 

contenido de pectina y la desmetil-esterificación (Xiong, Yang, Fu, & Tao, 2015). Por tanto, 

ROS también son necesarios para regular procesos fisiológicos de las plantas.  

2.2.1 Modificación de lípidos 

La peroxidación de lípidos se considera como el proceso más perjudicial para todos los 

organismos vivos, inclusive el daño a la membrana se suele tomar como un parámetro 

para determinar el nivel de destrucción de lípidos en diferentes condiciones de estrés. Este 

proceso es descrito detalladamente por Gill y Tuteja (2010) quienes mencionan que implica 

tres etapas distintas: pasos de iniciación, progresión y de terminación. De acuerdo con los 

autores, en la membrana, el inicio de este proceso comienza con la abstracción de un 

átomo de hidrógeno, en cadena de acilo graso insaturado de un ácido graso poliinsaturado, 

principalmente por OH . En un entorno aeróbico, el oxígeno se sumará al ácido graso en 

el radical lipídico de carbono para dar lugar a un radical peroxilipídico ROO . Una vez 

iniciado, ROO  se puede propagar aún más la reacción en cadena de la peroxidación 

mediante la abstracción de un átomo de hidrógeno a partir de cadenas laterales 

adyacentes. El hidroperóxido de lípidos resultante puede descomponerse fácilmente en 

varias especies reactivas tales como: radicales alcoxilo de lípidos, aldehídos 

(malonildialdehído), alcanos, epóxidos y alcoholes de lípidos (Mittler et al., 2004). Como 

resultado, un solo evento de iniciación tiene el potencial de generar múltiples moléculas de 

peróxido en una reacción en cadena.  
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Los efectos globales de la peroxidación lipídica son: disminuir la fluidez de 

membrana, facilitar el intercambio de fosfolípidos entre las dos mitades de la 

bicapa, aumentar la permeabilidad de membrana a sustancias que normalmente no son 

permeables (Mittler et al., 2004). Este último aspecto incluye compuestos como receptores 

de inactivación, enzimas y canales iónicos. 

2.2.2 Modificación de DNA 

ROS pueden afectar el DNA directa o indirectamente. ROS son capaces de inducir daños 

a macromoléculas celulares, incluyendo delecciones de base en el DNA, dímeros de 

pirimidina, enlaces cruzados, roturas de la cadena y modificación base, tal como 

alquilación y oxidación (Gill & Tuteja, 2010).  

En este sentido, Møller, Jensen, & Hansson (2007) afirman que *OH es la especie más 

perjudicial para el DNA, en especial para la modificación de guanina a 8-hidroxiguanina. El 

mismo autor indica que esta base es susceptible a los ataques de 1O2, mientras que los 

radicales H2O2 o O2*- no reaccionan con el DNA. Por otro lado, ROS pueden causar 

cambios en la metilación de citosinas, las cuales son importantes en la regulación de 

expresión génica (Gill y Tuteja, 2006). 

El DNA mitocondrial es susceptible también al ataque de ROS. Estas moléculas son 

producidas en grandes cantidades en las mitocondrias, por tanto, los daños en el genoma 

mitocondrial suelen ser mayores que los encontrados en el genoma nuclear. Lo anterior 

puede ser explicado por la ausencia de histonas para proteger el material genético en las 

mitocondrias, como también por los mecanismos de reparación ineficiente (Møller et al., 

2007). 

Resultados de daño en el DNA en diversos efectos fisiológicos, tales como la síntesis de 

proteínas reducida, la destrucción de la membrana celular y el daño a las proteínas 

fotosintéticas, afectan el crecimiento y desarrollo de todo el organismo. 
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2.2.3 Modificación de proteínas 

Todos los aminoácidos son susceptibles a ROS, normalmente ocurre oxidación directa de 

sus cadenas laterales de aminoácidos. De acuerdo con Møller et al. (2007) el radical 1O2 

y OH*- son bastantes reactivos con los aminoácidos como triptófano, histidina, tirosina, 

metionina y cisteína. Los mismos autores mencionan que los radicales OH*- y H2O2 

reaccionan rápidamente también con la fenilalanina y la cisteína, respectivamente. 

Además, los cambios oxidativos en proteínas tienen severas consecuencias en las 

funciones metabólicas. Entre estas consecuencias se incluye la perdida de sitio catalítico, 

inhibición de la actividad enzimática, agregación, proteólisis y alteraciones celulares (Gill 

& Tuteja, 2010). 

2.2.4 Modificación de carbohidratos 

ROS pueden causar alteraciones en las cadenas de polisacáridos. Por su parte, Mittler 

et al. (2004) mencionan que el H2O2 puede llevar a la reacción de polisacáridos, mientras 

que los radicales O2
-, HO2

- y 1O2 no reaccionan con los carbohidratos. Además, los mismos 

autores indicaron que el radical *OH reacciona con carbohidratos, retirando un átomo de 

hidrógeno antes enlazado a un carbono de la cadena del polisacárido, lo cual lleva a la 

ruptura de los enlaces glicosídicos. Los carbohidratos hacen parte importante de la 

estructura de la pared celular. El ataque de radicales ROS, principalmente *OH conduce a 

la hidrólisis enzimática de polisacáridos (Mittler et al., 2004). Por tanto, la oxidación de 

carbohidratos de la membrana trae como resultado importantes funciones en el crecimiento 

de las células, como también en el proceso de germinación y maduración de frutos.  

2.3 Sistema enzimático antioxidante 

El desequilibrio entre las ROS y los compuestos antioxidantes puede alterarse por efecto 

del estrés biótico y abiótico. En consecuencia, el aumento de ROS en el interior de las 

células puede causar muerte celular (Figura 2-2).  Para protegerse contra estos 

intermediarios de oxígeno tóxicos, células vegetales y sus orgánulos como cloroplastos, 

mitocondrias y peroxisomas emplean sistemas de defensa antioxidante (Gill & Tuteja, 

2010).  
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Figura 2-2: Especies reactivas de oxígeno y maquinaria de defensa antioxidante. Fuente: 

Gill y Tuteja (2010). 

Estos pueden ser de dos tipos: enzimático, que comprende enzimas como catalasa (CAT), 

superóxido dismutasas (SOD), peroxidasas ascorbato (APX), peroxidasa guaiacol (GPOX) 

y GPX; y no enzimático, representado por ascorbato (ASH), carotenoides, tocoferoles y 

glutatión reductasa (GR) (Passaia & Gaeta, 2013). Generalmente, las concentraciones de 

estos compuestos aumentan en condiciones de estrés oxidativo, y en varios casos, este 

fenómeno correlaciona positivamente con el incremento de la tolerancia al estrés biótico o 

abiótico (Bela et al., 2015).  

2.4 Glutatión peroxidasa (GPX)  

La familia GPX comprende varias isoenzimas que exhiben patrones de expresión 

específicos en las células vegetales. Según Margis, Dunand, Teixeira, & Margis-Pinheiro 

(2008) las enzimas GPX reducen peróxidos de hidrógeno e hidroperóxidos orgánicos 

usando glutatión reducido (GSH) como un donador de electrones (H2O2 + 2GSH   GS-

SG + 2H2O). En animales, GPX son selenoproteínas que contienen selenocisteína en el 

sitio catalítico, mientras que las enzimas de plantas no se unen al selenio, por el contrario, 
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el sitio activo se compone de una tríada catalítica que puede estar formada por 

selenocisteína/cisteína, glutamina y triptófano (Anjum et al., 2010).  

Recientemente, se aislaron más de 100 genes de GPXs de diversas plantas, e incluso 

ocho fueron clonados en plantas de Arabidopsis (Gaber et al., 2012). Según los anteriores 

autores, los genes GPX responden al estrés abiótico, tratamientos hormonales, agentes 

patógenos, lesiones y a respuestas inmunológicas. Su función principal es codificar 

enzimas GPX con el objetivo de reducir el exceso de peróxido de hidrógeno y peróxidos 

lipídicos (Passaia & Margis-Pinheiro, 2015).  

2.4.1 Síntesis de GPX 

Según Labunskyy, Hatfield, & Gladyshev (2014) la síntesis de selenocisteína (Sec) hasta 

la formación de GPX, básicamente incluye dos etapas: (1) formación de Sec Aminoacil 

tARN, (2) e incorporación de Sec Aminoacil tARN a GPX (Figura 2-3). A continuación, se 

describen los dos procesos con mayor detalle. 

 

Figura 2-3: Resumen de la síntesis de GPX. Fuente: Labunskyy et al. (2014) 
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2.4.2 Biosíntesis de Sec Aminoacil tARN 

La ruta metabólica para la biosíntesis de Sec es descrita detalladamente por Labunskyy et 

al. (2013), quienes mencionan que Sec es el único aminoácido conocido en eucariotas 

cuya biosíntesis se produce en su propio ácido ribonucleico transportador (tARN), el cual, 

se denomina tARN(Ser)Sec. Después de ser sintetizado, tARN(Ser)Sec reacciona con la serina 

aminoacilandose, proceso que es catalizado por la enzima seril- tARN sintetasa (SerRS), 

para producir seril- tARN (Ser)Sec. Este último compuesto es la estructura principal para 

producir Sec (Labunskyy et al., 2013). Entre tanto, tARN (Ser)Sec es considerado como la 

molécula clave y el componente central de la biosíntesis de selenoproteínas. Los 

resultados obtenidos por dichos autores revelan que tARN (Ser)Sec  varía, en longitud, tan 

solo entre 90 y 93 nucleótidos. 

Después de la síntesis de la estructura tARN(Ser)Sec es aminoacilida con serina (ser) y es el 

siguiente paso en la biosíntesis de Sec, en los organismos eucariotas (Figura 2-4Figura 

2-5). La conversión del resto de serina en tARN (Ser)Sec  a selenocisteil- tARN (Ser)Sec es 

catalizado por la enzima Sec sintasa (SecS), la cual, realiza la función de incorporar el 

selenofosfato, la forma activa de Se, en la cadena principal de aminoácidos y forma Sec-

tARN. (Labunskyy et al., 2014). Hasta este momento, la proteína esta inmadura  

2.4.1 Incorporación de Sec Aminoacil tARN a GPX 

La incorporación co-traduccional de proteínas Sec es dictado por codones UGA presentes 

en los mARN de selenoproteinas. Según Labunskyy et al. (2014) cuando un ribosoma se 

encuentra con el codón UGA, que normalmente indica terminación de la traducción, Sec 

se introduce en selenoproteínas por un mecanismo complejo que requiere factores 

especiales proteicos, como también requiere de la estructura Sec-tRNA(Ser)Sec y elementos 

de secuencia de inserción (SECIS, por sus siglas en inglés 

“selenocysteine insertion sequence”) (Figura 2-5).  
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Figura 2-4: Mecanismo de biosíntesis Sec y Cys en organismos eucariotas. Ruta para 

biosíntesis de Sec en eucariotas, en el que la enzima fosfoseril-tARN quinasa (PSTK) 

proporciona el intermedio fosforilado pSer-tARN(Ser)Sec y sirve como sustrato para la 

formación de Sec. Selenofosfato (H2SePO3
-) generado por la enzima SPS2 de selenita se 

utiliza como un donante activo de Se para SecS (parte superior derecha). La síntesis de 

Cys se realizó utilizando la maquinaria biosintética de Sec (parte inferior derecha). Funte: 

Labunskyy et al. (2014). 

Los SECIS son estructuras de ARN que se encuentran en regiones de mARN no 

traducidas. Dichos elementos dirigen la traducción en la célula y determina la recodificación 

del codón UGA en el aminoácido Sec (Labunskyy et al., 2014). A su vez, compuestos 

SECIS: SBP2 y eEFSec (por sus siglas en inglés “binding protein 2” y “Sec-specific 

translation elongation factor”, respectivamente) facilitan la incorporación de Sec en el 

polipéptido que está en crecimiento. Mientras que la proteína ribosomal L30 se ha predicho 

que constituyen una parte de la maquinaria basal de inserción Sec, nucleolina y eIF4a3 

(por sus siglas en inglés “eukaryotic initiation factor 4a3”) sirven como proteínas 

reguladoras que modulan la síntesis y expresión de selenoproteinas (Labunskyy et al., 

2014).   
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Figura 2-5: Mecanismo de inserción Sec en eucariotas. La figura muestra factores 

conocidos que se requieren para la incorporación en proteínas Sec en respuesta al codón 

UGA. Además, se muestran los factores que pueden influir en la eficiencia de la inserción 

Sec. Fuente: Labunskyy et al. (2014). 

2.5 Ciclo catalítico GPX 

El mecanismo catalítico de GPX se lleva a cabo en tres etapas: primero, el selenol (SeH) 

en GPX en forma de un selenolato reacciona con peróxido de hidrógeno (H2O2) y da como 

resultado ácido selénico SeOH; en la segunda y tercera etapa, este compuesto se reduce 

dos veces a su forma inicial SeH mediante la acción de 2 moléculas de glutatión (GSH), 

formando glutatión reducido (GSSG) y agua (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013).  

 

1. GPx‐Se- + H2O2   →  GPx‐SeOH + OH-  

2. GPx‐SeO- + H+ + GSH  →  GPx‐Se‐SG + H2O 

3. GPx‐Se‐SG + GSH  → GPx‐Se-  + H+ + GSSG 

 

En la primera etapa la velocidad de reacción es mayor que en las dos siguientes. Según 

Brigelius-Flohé et al. (2001), al principio del ciclo (k+1), la velocidad de la reacción es mayor 

a 107 M/s debido a que el H2O2 actúa como sustrato; mientras que en las etapas 2 y 3 

(k'+2), las velocidades de reacción son de magnitud menor (Figura 2-6). De acuerdo con 
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dichos autores, la constante de velocidad es extremadamente alta para la reacción con el 

hidroperóxido, debido a que GPX1 se oxida en casi el 100%, si las concentraciones de 

hidroperóxido y GSH son similares (Brigelius-Flohé et al., 2001).  

 

Figura 2-6: Esquema básico del ciclo catalítico evaluada de GPX1 y es válido también para 

GPX3 y GPX4. k= respectiva constante de velocidad de la reacción. Fuente: Brigelius-Flohé 

y Maiorino (2013). 

En condiciones in vivo las concentraciones de GSH son 1-10 mM y las concentraciones de 

peróxido generalmente no alcanzan el rango micromolar, por tanto, esta enzima es casi 

totalmente reducida y la velocidad es independiente de la concentración de GSH (Brigelius-

Flohé y Maiorino, 2013). Los mismos autores concluyen que, GSH deben caer en al menos 

un orden de magnitud para afectar la actividad de GPX. 

2.6 Arroz transgénico GPXs 

En plantas de arroz, la familia de genes GPX se compone de 5 miembros. El análisis de 

inmunolocalización de proteínas revela el compartimiento celular donde las proteínas se 

expresan. GPX1 fue la primera selenoproteína identificada en el año 1957. Desde su 

descubrimiento se consideró que protege a las células del daño oxidativo (Brigelius-Flohé 

& Maiorino, 2013). Recientemente, Passaia & Gaeta (2013) revelaron que GPX1 y GPX3 

se localizan en las mitocondrias; GPX4, se ubica en los cloroplastos; GPX2 y GPX5, se 

encuentran en el citosol/retículo endoplasmático. Además, dichos autores mencionan que 

todos los genes GPX se expresan frente a condiciones de estrés abiótico, indicando que 

su mayor nivel de expresión se presenta en etapas de desarrollo reproductivo R4, R5, R6 y 

en menor nivel en etapas V2 y V3.  
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Con el propósito de revelar el papel de genes GPX en el crecimiento y desarrollo de plantas 

de arroz, se desarrollaron mutantes con represión de genes GPX “Knock-down” (Passaia 

et al., 2014). La caracterización genética de OsGPX1 revela que este gen codifica una 

proteína de 168 aminoácidos con peso molecular aproximado de 18.5 kDa (Kang, Jeong, 

& Suh, 2004). Los resultados indican que mutantes deficientes en genes mitocondriales 

GPX1 y GPX3 tuvieron brotes más cortos, menor biomasa, mayor concentración de 

peróxido de hidrógeno, menor número de espigas y semillas, en comparación con plantas 

no transformadas (Kang et al., 2004; Passaia & Gaeta, 2013; Passaia et al., 2014). No 

obstante, se desconoce si la alteración de la GPX afecta los patrones de metilación de 

DNA.  

2.7 Metilación de DNA  

La metilación de DNA es un tipo de modificación química en el DNA que controla la 

expresión génica. Este mecanismo es heredable de una célula a otra como también de un 

organismo para el siguiente. Esta marca en el genoma puede establecerse y ser removido 

sin modificar la secuencia original del DNA (Hsieh, 2016). El mismo autor indica que la 

metilación de DNA participa en los siguientes procesos fisiológicos: 

• Regulación de la expresión génica (activación o silenciamiento) 

• Manutención de la identidad celular 

• Regulación de la mayoría de los genes “imprintados” 

• Inactivación de elementos de trasposición  

• Señalización de la memoria epigenética, durante la replicación de DNA 

• Silenciamiento de elementos repetitivos  

• Estabilidad cromosómica 

  

La metilación de DNA ocurre por medio de la adición, por ligación covalente, de un grupo 

metil (-CH3) en la posición cinco del anillo pirimídico de una citosina, transformándola en 

5-metil-citosina (5mC). De manera que la modificación es pos-sintética, a medida que los 

nucleótidos solo son modificados después de estar incorporados en el DNA. Dicha 5mC 

constituye cerca de 1% de todas las bases de DNA, por tanto que es considerada como el 

“quinto nucleótido” (Tost, 2010).  
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En plantas, la metilación del DNA ocurre comúnmente dos tipos de secuencia que pueden 

agruparse como: contextos simétricos, en las secuencias CG y CHG; y en contextos 

asimétricos, en las secuencias CHH  (H puede ser: adenina , timina o citosina) (Finnegan, 

Genger, Peacock, & Dennis, 1998). En A. thaliana, se observan niveles de metilación de 

DNA en todo el genoma de aproximadamente el 24%, 6,7% y 1,7% para las secuencias 

CG, CHG y CHH, respectivamente (X. Zhang & Jacobsen, 2006). De acuerdo con los 

mismos autores, a diferencia de los mamíferos, la metilación del DNA en las plantas se 

produce predominantemente en transposones y otros elementos de DNA repetitivo.  

En este sentido, Hsieh, (2016)  indica que en las plantas la metilación de novo es catalizada 

por dominios reordenado metiltransferasa 2 (DRM2) y que la metilación de mantenimiento 

está mediada por tres vías diferentes:  

• Metilación CG regulada por metiltransferasa 1 DNA (MET1, también conocido 

como DMT1), en mamíferos es estructuralmente homóloga de DNMT1.  

• Metilación CHG es mantenida por cromometilasa 3 (CMT3), enzima específica de 

plantas.  

• Metilación CHH asimétrica se mantiene a través persistente de metilación de novo 

por DRM2.  

Las etapas de establecimiento y mantenimiento de metilación de citosina están bien 

estudiadas en mamíferos. Sin embargo, en plantas la existencia de una vía de 

desmetilación es motivo de controversia. Entre tanto, la remoción de los patrones de 

metilación de citosina puede ser alcanzada por demetilaciones activas o pasivas. En la 

desmetilación pasiva, las citosininas metiladas son substituidas por citosinas no metiladas 

durante la replicación de DNA. En el tipo activo, el radical metil es removido por la familia 

de proteínas denominadas glycosylasas que pueden eliminar la metilación de DNA y aliviar 

el silenciamiento del genoma (X. Zhang & Jacobsen, 2006).  

En las células somáticas, la familia de glicosilasas son nombradas represor de 

silenciamiento (ROS) junto con sus homólogos “demeter-like” (DML), los cuales se 

encargan de eliminar activamente la metilación del DNA para evitar la hipermetilación en 

sus loci objetivos (X. Zhang & Jacobsen, 2006). Mientras que, en células reproductoras, la 

desmetilación del DNA también se lleva a cabo durante la gametogénesis masculina, 

mediante la expresión de enzimas “disminución de metilación de DNA 1” (ddm1).  
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Éste es regulado en los núcleos vegetativos, en consecuencia, provoca la pérdida de 

metilación del DNA y la activación de elementos de transposición.  

Por otro lado, en mamíferos investigaciones recientes indican procesos de desmetilación 

activa del DNA puede darse independiente de la replicación, en distintas etapas de 

desarrollo de los organismos. El proceso de desmetilación activa del DNA implica una 

cadena de reacciones de reparación del DNA catalizadas por la familia de proteínas “ten-

eleven translocation” (proteínas TET1, TET2 y TET3), por las que la 5-metil-citosina (5mC) 

se transforma en 5-hidroximetil-citosina (5hmC) (Xin et al., 2014). Los mismos autores 

mencionan que 5hmC se ha asociado a promotores génicos activos, y presenta niveles 

elevados en células madre embrionarias, que van decayendo conforme aumenta el grado 

de diferenciación, junto con los niveles de expresión de las proteínas TET. 

2.8 Patrones de metilación de DNA 

A lo largo de los años se han desarrollado metodologías para caracterizar las marcas de 

metilación en el genoma. Entre las técnicas más usadas para determinar patrones de 

metilación de DNA, se destacan la digestión de DNA con enzimas de restricción sensibles 

a la metilación (Fulneček & Kovařík, 2014). A continuación, se describen las bases teóricas 

que respaldan estas metodologías. 

2.9 Análisis de metilación de DNA con enzimas de 
restricción  

Endonucleasas de restricción sensibles a la metilación son herramientas de análisis de 

metilación de DNA. Según Zilberman & Henikiff (2007) la mayoría de enzimas son inhibidas 

por la metilación ubicada en el sitio de reconocimiento, mientras que otras, más 

notablemente McrBC, son capaces de digerir específicamente DNA metilado (Figura 

2-7). A continuación, se describe la lógica general de estas metodologías. 

Métodos basados en enzimas de restricción pueden digerir tanto el DNA metilado como el 

DNA no metilado. Generalmente, las comparaciones se hacen en una de tres maneras:  

• entre una muestra tratada con enzima o cóctel de enzimas, y un control no tratado,  
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• entre una muestra tratada con dos enzimas isoesquizómeras (con la misma 

secuencia de reconocimiento) una sensible a la metilación y otra insensible a 

metilación, por ejemplo, las enzimas HpaII y MspI, 

• entre dos muestras de ensayo, como dos tipos de tejidos o muestras de mutantes 

y de tipo salvaje, tratados ambos con la misma enzima.  

En este sentido, la capacidad de analizar el DNA no metilado mediante la digestión de DNA 

metilado es útil en genomas fuertemente metilados. En el genoma humano, por ejemplo, 

más del 60% de los sitios CG son metilados (Goll & Bestor, 2005). Por tanto, la capacidad 

de analizar DNA metilado mediante restricción de enzimas sensibles es mayor en este tipo 

de muestras porque se reduce significativamente la complejidad de la muestra. Una 

limitación importante es que todas las técnicas basadas en enzimas de restricción se 

limitan a los análisis de metilación dentro de los sitios de reconocimiento (Zilberman & 

Henikiff, 2007). De tal forma, que los análisis de metilación de DNA se pueden realizar 

solamente en secuencias que son reconocidas por las enzimas de restricción.  

Las enzimas de restricción más comúnmente utilizadas son los isoesquizómeros HpaII 

y MspI, que poseen la misma secuencia de reconocimiento CCGG. HpaII normalmente 

corta la cadena de DNA cuando se une a la secuencia CCGG, y no lo hace cuando la 

segunda citosina está metilada. Mientras que MspI posee la misma secuencia de 

reconocimiento (CCGG) y es bloqueado únicamente por metilación del carbono 

exterior (Fulneček & Kovařík, 2014). De esta forma, estas enzimas pueden ser utilizadas 

para detectar la metilación en las secuencias simétricas CG y CHG.  

Otra enzima de restricción que se emplea en estudios de metilación de DNA es la enzima 

McrBC. Dicha enzima es extraída de la especie E. coli y su función es reconocer 

secuencias de DNA metiladas en una o en ambas cadenas de DNA. Esta endonucleasa 

corta entre dos citosinas metiladas en el contexto (G/A). Al parecer, los sitios de corte se 

dan entre dos citosinas metiladas y pueden estar separados hasta por 3 Kb, pero la 

separación óptima es de 55-103 pb (Zilberman & Henikiff, 2007). Por tanto, esta enzima 

es considerada ideal para eliminar DNA cuando está densamente metilado.  

Por otro lado, los polimorfismos de las muestras pueden afectar los sitios de 

reconocimiento de la enzima, por tanto se recomienda usarla cuando las muestras son 

poco polimórficas (mismo tejidos, órganos etc.) (Zilberman & Henikiff, 2007).   
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Figura 2-7: Estudios de metilación de DNA con enzimas de restricción sensibles a la 

metilación. (A) (m) región metilada del DNA genómico digerido con HpaII (izquierda) o MspI 

(derecha). Los fragmentos más pequeños se descartan (rojo X), para el enriquecimiento 

de DNA metilado en la muestra tratada con HpaII, en relación con el tratado con MspI. (B) 

El DNA genómico se trata con McrBC, que corta DNA metilado (CH3). Los fragmentos más 

pequeños se descartan enriqueciendo las muestras de DNA no metilado. Fuente: 

Zilberman & Henikiff (2007). 

3. Materiales y métodos 

La investigación se realizó en el laboratorio de Cytogenómica y Epigenética – CYNGELA, 

perteneciente al Departamento de Genética de la Escola Superior de Agricultura "Luiz de 

Queiroz" Universidad de São Paulo, ESALQ – USP, Brasil. Los ensayos se desarrollaron 

en el semestre B del 2015. Las plantas de arroz transformadas para knockdown de genes 

GPX1 y GPX3, fueron cordialmente cedidas por la Prof. Dra. Marcia Margis-Pinheiro de la 

“Universidad Federal de Rio Grande do Sul”, Porto Alegre, Brasil. 
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3.1 Influencia del silenciamiento de genes glutatión 
peroxidasa sobre características morfofisiológicas en 
plantas de arroz 

3.1.1 Incubación de semillas en medio de cultivo 

Las semillas de arroz fueron descascaradas manualmente y se sumergieron en etanol al 

70%, durante 30 segundos en cajas Petri. Este procedimiento  se realizó para romper la 

tensión superficial y facilitar el proceso de germinación. Luego, se enjuagaron tres veces 

con agua destilada para lavar los residuos del alcohol. En seguida, las semillas fueron 

sumergidas en solución compuesta por agua e hipoclorito de sodio comercial (2.5%), en 

relación 3:1, respectivamente. El último paso se realizó, en un beacker de 100 ml sobre 

agitador magnético. Por último, las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada 

estéril y se llevaron a cámara de flujo laminar, para incubar en medios de cultivo. 

Después del pretratamiento de las semillas, estas se colocaron a germinar en frascos de 

vidrio, con aproximadamente 50 ml de medio de cultivo MS (Tabla 3-1). No se agregaron 

reguladores de crecimiento, porque en ensayos previos las semillas de arroz no 

presentaron problemas de germinación. El pH se ajustó a nivel de 5.8, con solución de 

hipoclorito de sodio (0.1N) o ácido clorhídrico (0.1N).  

Tabla 3-1: Composición de medios de cultivo Murashige y Skoog (1962). 

Medio de cultivo MS (mg/l) 

NH4NO3 1650 
KNO3 1900 
CaCl2.2H2O 440 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 

Micronutrientes 

MnSO4.4H2O 22.3 
ZnSO4.7H2O 8.6 
H3BO3 6.2 
KI 0.83 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 

FeEDTA   

Na2EDTA.2H2O 37.3 
FeSO4.7H2O 27.8 
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Vitaminas   

Ácido nicotínico 0.5 
Piridoxina 0.5 

Tiamina 0.1 

Glicina 2 
Mio-inositol 100 
Sacarosa 30000 

 

Posteriormente, los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (120 °C y 20 psi) 

durante 15 min. En seguida, a cada medio se suministró antibiótico higromicina para 

seleccionar genotipos portadores del gen hph. Este reveló también los genotipos que 

fueron transformados para silenciamiento de genes GPXs. El antibiótico se filtró en 

campana a través de un filtro para jeringa de referencia: PES 0.22um 99722 TPP. Las 

plantas control se sembraron en medios de cultivo sin higromicina.  

3.1.2 Trasplante a cuarto de aclimatación  

Las plántulas de arroz se trasplantaron cuando alcanzaron aproximadamente 6 cm de 

altura. Al mismo tiempo, se descartaron las que presentaron bajo crecimiento y coloración 

amarilla, debido a que estas características fueron asociadas a la selección por 

higromicina, en las plantas de arroz no transformadas genéticamente. 

Previamente al trasplante, se preparó sustrato con mezcla de suelo y arena en relación 

1:1. Esté se incorporó en potes de aproximadamente 500 g. Los potes se etiquetaron de 

acuerdo con el nombre de los genotipos y se humedeció el suelo con 100 ml de agua 

destilada.  

Después, se extrajo delicadamente las plantas, que se seleccionaron por exhibir 

condiciones óptimas de crecimiento y vigor, para lavar sus raíces con agua corriente. En 

seguida, se realizó el trasplante y se suministró a cada planta, aproximadamente 20 ml de 

solución compuesta por la mitad de la concentración de medio de cultivo MS. 

Luego, se colocaron bolsas plásticas sobre los potes con el objetivo de proporcionar el 

ambiente con alta humedad relativa, y de esta forma, se facilitó el proceso de aclimatación 

de los materiales. Dichas bolsas se retiraron a los dos días. 
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3.1.3 Trasplante a sitio definitivo  

El trasplante se realizó cuando las plantas presentaron excelentes condiciones de 

crecimiento y vigor. Para llevar a cabo el trasplante, previamente se preparó sustrato con 

mezcla de Suelo: Arena: Vermiculita: Humus en proporción 1:1:1:1. Luego, se tomó 

aproximadamente 1 kg del sustrato y se llevó a materas. Estas se marcaron previamente 

con el nombre de cada genotipo de acuerdo con el tratamiento correspondiente.  

El trasplante se realizó en horas de la mañana. De tal manera que, los genotipos se 

quedaron en el cuarto de aclimatación durante cuatro días, lo anterior, con el objetivo de 

facilitar el establecimiento de los materiales en los nuevos envases. Terminado ese periodo 

de tiempo, los genotipos se llevaron a invernadero. Durante todo el periodo de crecimiento 

y desarrollo de las plantas, se mantuvo en condiciones ambientales adecuadas. Así como 

también, se suministró mensualmente fertilizante compuesto 20-20-20 kg de N, P, K. Lo 

anterior con el objetivo de evitar cualquier tipo de estrés por deficiencia de nutrientes sobre 

las plantas.  

3.1.4 Caracterización morfofisiológica de líneas de arroz 
transgénico para silenciamiento de genes GPX 

La caracterización morfofisiológica de las plantas de arroz GPXs se realizó en época de 

cosecha. Durante este proceso, se utilizaron bolsas de 1 kg para ingresar material vegetal 

de las plantas cosechadas. Las bolsas de papel eran marcadas y registradas con el 

número de repetición, tratamiento, parte de la planta y fecha. Posteriormente, estas 

muestras se llevaron al horno a 60 ºC durante 24 horas. Las evaluaciones se realizaron en 

plantas individuales y se consideraron las siguientes variables: 

• Días a floración: Se contaron el número de días desde el periodo de siembra en los 

vasos hasta el periodo de floración.  

• Macollamiento: Los valores se obtuvieron contando el número de macollos por 

planta, en época de floración. 

• Biomasa foliar: Los valores se registraron cuantificando la biomasa seca del total 

de hojas de cada genotipo, en época de cosecha. 

• Biomasa de tallo: Los valores se obtuvieron cuantificando la biomasa seca del total 

de tallos de cada genotipo, en época de cosecha. 
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• Biomasa de raíz: Para esta variable, primero se extrajo el mayor número de raíces 

del vaso donde estaba ubicado cada genotipo. Luego, las raíces se lavaron 

cuidadosamente y se colocaron en bolsas de papel kraft para cuantificar la biomasa 

total de raíces, en época de cosecha. 

• Biomasa de semilla: Los valores se obtuvieron colectando todas las semillas 

producidas por cada genotipo. Estas se almacenaron en bolsas de papel kraft y se 

registraron para luego llevarlas al horno y obtener el valor de la biomasa seca del 

total de semillas de cada genotipo. Esta variable se registró en época de cosecha. 

• Biomasa total: Finalmente, se realizó la sumatoria de todos los valores de biomasa 

obtenidos que se adquirieron anteriormente, para obtener el valor de biomasa total 

en época de cosecha. 

• Clorofila SPAD: Al momento de la cosecha, se determinó el contenido de clorofila 

SPAD, con el Medidor de clorofila portátil SPAD-502-PLUS. marca Kónica Minolta.  

3.2 Influencia del silenciamiento de genes glutatión 
peroxidasa sobre la actividad de enzimas 
antioxidantes 

A fin de evaluar el sistema enzimático antioxidante, se cuantificó la actividad de las 

enzimas antioxidantes GPX, GR, APX, CAT, SOD. Para este análisis se tomaron muestras 

de hojas del tercio medio, de cada genotipo. Estas muestras se tomaron en época de 

floración y se almacenaron en nitrógeno líquido. Inicialmente se determinó el contenido de 

proteína para obtener las alícuotas que se utilizaron en el análisis enzimático.  

3.2.1 Determinación de contenido de proteína 

La concentración de proteína se realizó utilizando el kit de la empresa Bio-Rad, siguiendo 

el método Bradford (1976) y suero albúmina bovina (BSA) como muestra control. Los 

valores se determinaron utilizando una curva de calibración mediante concentraciones 

conocidas de BSA (bovine serum albumine) a través de regresión linear. 

 

Curva de calibración: Soluciones con concentraciones diferentes se prepararon en 1 ml 

de agua desionizada variando la concentración de BSA. Las lecturas se realizaron en 
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espectrofotómetro a 280 nm. Las diferentes concentraciones de solución de BSA son 

descritas en la Tabla 3-2.  

 

Tabla 3-2: Lista de concentraciones de BSA utilizadas para realizar la curva de calibración 

Concentración BSA   Agua desionizada 

0,1 mg/ml 100 µl de BSA + 900 µl de agua desionizada  

0,2 mg/ml 200 µl de BSA + 800 µl de agua desionizada  

0,3 mg/ml 300 µl de BSA + 700 µl de agua desionizada  

0,4 mg/ml 400 µl de BSA + 600 µl de agua desionizada  

0,5 mg/ml 500 µl de BSA + 500 µl de agua desionizada  

0,6 mg/ml 600 µl de BSA + 400 µl de agua desionizada  

0,7 mg/ml 700 µl de BSA + 300 µl de agua desionizada  

0,8 mg/ml 800 µl de BSA + 200 µl de agua desionizada  

0,9 mg/ml 900 µl de BSA + 100 µl de agua desionizada  

1 mg/ml 1000 µl de BSA + 0 µl de agua desionizada  
 

Después de preparar las concentraciones anteriores, se pipeteó 20 µl de cada solución y 

se colocó en una cubeta agregándole 1 ml de la solución Bradford. Las lecturas se 

realizaron durante dos minutos después de 20 minutos de haber adicionado el BSA. Para 

la lectura se utilizaron 595 nm como longitud de onda. En el momento de registrar los datos, 

se tuvo en cuenta que los valores de absorbancia estuvieran entre 0,2 y 0,4.  

3.2.2 Cuantificación de la actividad de glutatión peroxidasa 

La actividad de glutatión peroxidasa se evaluó usando peróxido de hidrógeno (H2O2) como 

substrato. El ensayo incluye glutation disulfato (GSSG), glutation reductasa (GR) y 

NADPH. Para registrar los valores de esta enzima, se monitoreó la pérdida de NADPH 

necesarios para la reducción de H2O2 por actividad enzimática de GPX. Los análisis se 

realizaron con 340 nm de absorbancia. Los resultados se expresaron en 1 U (unidad 

necesaria para oxidar 1 µmol NADPH min-1). Para analizar 70 muestras se debe preparar 

los siguientes reactivos: 

• Tampón = (1.07g K2HPO4 + 0.524 g K2H2PO4 + 0.08767 g EDTA (3 mM))/100 ml 

• NADH (1.5 mM) = 0.00875 g en 7 ml tampón 

• GSH (10 mM) = 0.03075 g en 10 ml de tampón  

• Ácida sódica (1mM) =0.006501 g en 100 ml de tampón  
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• H2O2 = 15 µl en 100 ml de agua  

Después, se realizó una mezcla para 70 muestras y se dejó en baño maría durante 5 

minutos a 37 °C. En seguida, se agregó a la cubeta 775 µl de MIX + 25 de muestra + 100 

µl de NADPH + 100 µl de H2O2. Las lecturas se realizaron a 340 nm de absorbancia durante 

un minuto. 

Los cálculos de la actividad de GPX se realizaron considerando el que esta enzima tiene 

un coeficiente de extinción de 6,22 mM cm-1. 

• ABS/6,22 mM = X (resultado en mmol/L) 

• X/1000 = Z (resultado en mmol/ml) 

• Z/(proteína- bradford/vol.μl) = Y (resultado en mmol/mg de proteína) 

• Yx1000000 = nmol/min/mg proteína 

3.2.3 Cuantificación de la actividad de glutatión reductasa 

La actividad de GR se cuantificó siguiendo el protocolo de Gomes-Junior et al. (2006) con 

algunas modificaciones. Inicialmente, se tomó 1 ml de los reactivos DTNB, GSSG y 

NADPH se colocaron en una microcubeta. La reacción inició con 50 µl de extracto proteico. 

La actividad de GR se estimó por la reducción de la GSSG para formar glutatión reducido 

(GSH) acompañada por el monitoreamiento de la absorbancia a 412 nm por minuto.  

 

Inicialmente se prepararon los siguientes reactivos colocándolos en hielo y manteniéndolos 

en una caja, en la oscuridad: 

 

Tampón fosfato de potásio 100 mM (pH 7,5) – tampón A 

DTNB (2-ácido nitrobenzóico) 1 mM disolvido en tampón A 

GSSG (glutation oxidado) 1 mM disolvido en tampón A 

NADPH a 0,1 mM disolvido en tampón A 

 

Posteriormente, se prepararon las microcubetas con los reactivos, de 2 en 2, trocándolas 

en cada ensayo, y manteniéndolas en baño maría 30 ºC, en la oscuridad. Las microcubetas 

utilizadas para el análisis de esta enzima fueron de plástico. 

• Tampón B: 500 µl de solución de DTNB en 1 ml de tampón A 
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• Microcubetas control:  

Tampón B + 100 µl de solución NADPH + 100 µl de solución GSSG + 50 µl de 

tampón A.  

• Microcubeta del extracto:   

Tampón B + 100 µl de solución NADPH + 100 µl de solución GSSG + 50 µl de 

extracto vegetal. 

Cálculo de la actividad de GR: 

Los valores de actividad enzimática fueron expresados en µmol/minuto/mg de proteína y 

se obtuvieron desarrollando la siguiente ecuación: 

Y = A + BX,  

Donde:  

Y = Absorbancia (ABS) 

- Y = 0,0134 + 1,938X 

- X = (ABS + 0,0134) / 1,938 = Z 

- Z/(Proteina – Bradford / volumen del extracto en µl) = µmol/minuto/mg 

proteína. 

3.2.4 Cuantificación de la actividad de ascorbato peroxidasa 

La actividad de APX se determinó con base en la metodología descrita por Moldes, Medici, 

Abrahão, Tsai, & Azevedo (2008). Las lecturas se realizaron monitoreando los valores de 

absorbancia a 290 nm en espectrofotómetro. Para la reacción, se utilizaron cubetas de 

cuarzo y los valores se registraron a una temperatura de 30 ºC. La reacción se monitoreó 

durante 1 minuto y los valores de actividad se expresaron en nmol/minuto/mg de proteína.  

 

La reacción comenzó con la adición de 50 µl de muestra en la solución de la cubeta 

conteniendo 650 µl de solución tampón fosfato de potasio, más 100 µl de ascorbato, EDTA 

y H2O2. Para la solución control, se realizó la substitución entre la muestra y el tampón 

fosfato de potasio. La lectura se realizó en el espectrofotómetro durante 1 minuto a 290 

nm. 
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Preparación de reactivos:  

• Tampón fosfato de potasio 80 mM, pH 7,0  

• Ascorbato 5 mM 

• EDTA 1 mM 

• H2O2 1 mM: 28 µl H2O2 30%/ 250 ml de água destilada 

 

Inicialmente, realizamos una mezcla entre los reactivos incluyendo el fosfato de potasio, el 

ascorbato y EDTA, en las concentraciones que se describieron inicialmente. Esta mezcla 

se colocó en baño maría a 30 ºC y en la oscuridad. La cantidad de muestra en cada 

reacción fue de 50 µl (variando de acuerdo con el contenido de proteína) y el volumen total 

de la solución fue de 1 ml.  

 

Los cálculos de la actividad de GR se realizaron considerando el que esta enzima tiene un 

coeficiente de extinción de 2,8 mM cm-1. 

• ABS/2,8 = X (resultado en mmol/L) 

• X/1000 = Z (resultado en mmol/ml) 

• Z/(proteína- bradford/vol.μl) = Y (resultado en mmol/mg de proteína) 

• Yx1000000 = nmol/min/mg proteína 

3.2.5 Cuantificación de la actividad de catalasa 

La actividad de CAT se cuantificó en un espectofotómetro con base en la metodología 

descrita por Azevedo, Alas, Smith, & Lea (1998). El ensayo se realizó a 25 ºC en una 

solución que contuvo 10 ml de tampón de fosfato de potasio 100 mM (pH 7,5) adicionando 

25 µl de H2O2.  

 

La reacción inicia con la adición de 25 µl de extracto proteico y la actividad se determinó 

monitoreando la degradación H2O2 a 240 nm (pico de absorción del H2O2) durante el 

periodo de 1 minuto con intervalos de 1 segundo. La actividad de catalasa es calculada 

utilizando el coeficiente de extinción molar 39,4 M-1 cm-1 y la cantidad de proteína de cada 

muestra obtenida. La determinación de la actividad enzimática se realizó de acuerdo con 

la siguiente fórmula: 
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Los cálculos de la actividad de CAT se realizaron considerando el que esta enzima tiene 

un coeficiente de extinción de 2,8 mM cm-1. 

 

1 - ABS/39, 4 = X (en M) 

2- X/1000 = Z [concentración (mol) en 1 ml] 

3- Z/(proteína_bradford) = Y [concentración (mol) por mg proteína] 

4- Yx106 = μmol min-1 mg-1 proteína 

 

Los resultados se expresaron en µmol min-1 mg prot -1 

Tampón A: 

10 ml de tampón fosfato de potasio 100 mM (pH 7,5) + 25 µl de H2O2 (30%) 

Ensayo: 

Para cada muestra se colocó 1000 μl de tampón A + 25 µl de extracto vegetal (esta 

cantidad podía variar de acuerdo con el contenido de proteína). Para la muestra 

control, se realizó con 1000 de tampón A + 25 µ tampón fosfato de potasio 100 mM 

(pH 7,5). Para registrar las lecturas en espectrofotómetro se usaron las cubetas de 

cuarzo. Toda la reacción se realizó en oscuro envolviendo beakers, tubos etc.  

3.2.6 Cuantificación de la actividad de superóxido dismutasa  

La cuantificación de SOD se realizó con base en la metodología descrita por Azevedo et al. 

(1998). Inicialmente, se prepararon inicialmente las siguientes soluciones:  

 

• Solución tampón fosfato de sodio (50 mM) pH 7,8 (Na2HPO4=1,954g/100 ml e 

Na2HPO4=0,07175g/100 ml), 

• Solución estoque 10 mM de EDTA (EDTA 10 mM=0,37224 g en 100 ml), 

• Riboflavina (0,0188 g/500 ml) este reactivo se conservó en oscuridad, 

• NBT (0,0818 g/100 ml de tampón fosfato pH 7,8), este reactivo se conservó en la 

oscuridad. 

• Metionina (0,3732 g/ 50 ml) 
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Cada reacción se realizó en tubos de vidrio y se utilizó los siguientes reactivos:  

• Tampón fosfato de sodio = 1785 uL; 

• EDTA = 30 uL; 

• Metionina = 780 uL; 

• NBT = 225 uL; 

• Riboflavina = 150 uL; 

• Muestra = 50 uL; 

Volumen total de la reacción = 3 mL 

Inicialmente, se realizó una mezcla con tampón fosfato + EDTA + Metionina (los cálculos 

se realizaron de acuerdo con el contenido de proteína en la muestra y se realizaron como 

mínimo tres réplicas por cada ensayo). 

Cuando la reacción ocurre la solución se torna de color claro. Primero, se coloca el blanco 

en el espectrofotómetro y las lecturas se realizaron a 560 nm de longitud de onda. El 

volumen total de la solución fue de 3 ml y tiempo de lectura fue de 5 minutos en exposición 

a la luz. Los cálculos se realizaron con base en que 1 unidad de SOD=concentración de 

SOD necesaria para inhibir el 50% de fotorreducción del NBT.  

 

Donde: 

• [SOD] = (ABS formazana/ ABS muestra) –1 

• K’ es la función del NBT y su afinidade com la molécula superóxido (O2-) 

• K’ en plantas = 0,049 

• K’ en animales = 0,020 

3.3 Influencia del silenciamiento de genes glutatión 
peroxidasa sobre patrones de metilación de DNA en 
plantas de arroz 

 

3.3.1 Extracción de DNA 

Inicialmente, se preparó la solución de buffer CTAB + 10 µl de β-mercaptoetanol (1%) en 

eppendorf los cuales se colocaron en baño maría a 65 °C. Posteriormente, se enfriaron los 

morteros con nitrógeno líquido para macerar 500-600 mg de tejido foliar de cada genotipo. 
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En seguida, se transfirió el macerado a los tubos que contienen la solución tampón durante 

20 a 30 min, en baño maría. Después, se retiró el material del baño maría y se agregó 700 

µl de solución cloroformo-alcohol isoamílico (24:1, 627 µl de cloroformo y 28 µl de alcohol 

isoamílico) homogenizando lentamente durante cinco min. 

Posteriormente, se centrifugó durante 15 minutos a 13.000 revoluciones por minuto (rpm). 

Se resuspendió el sobrenadante (700-800 µl) y se colocó en tubos eppendorfs nuevos de 

1,5 ml. En seguida, se adicionó 10 µl de RNAsa (1 mg/ml) por cada ml de solución que 

será tratada homogenizando lentamente. Después, se incubó por 60 min a 37 °C (baño 

María) durante 2 horas. Pasado ese periodo de tiempo se adicionó 500 µl de isopropanol, 

mezclando por inversión y se dejó nuevamente por un periodo de 20 a 30 min en la nevera 

para favorecer la precipitación.  

En seguida, se centrifugó durante 15 min a 10.000 rpm y se descartó el isopropanol 

dejando el tubo para abajo sobre papel absorbente. Luego, se colocó 1000 ml de “Wash 

solution” y se dejó durante 20 y 30 min. Terminado el periodo de tiempo se centrifugó 

durante 10 min a 10 000 rpm. De igual manera, se retiró el sobrenadante y se secó los 

tubos con papel absorbente. Finalmente, se adicionó 200 µl de TE, y se dejó durante toda 

la noche.  

Posteriormente, se adicionó 100 µl de NH4 –acetato (7,5 M) + 750 µl de alcohol absoluto. 

En seguida, se colocó en el congelador durante 15 min, pasado ese lapso se centrifugó a 

10.000 rpm durante 15 min. Luego, se descartó el sobrenadante y se adicionó 500 µl de 

alcohol 70%. Nuevamente, se centrifugó a 10.000 rpm, el alcohol dejó los tubos secando 

durante 30 min. Después, se resuspendió con TE (100 µl) y se cuantificó en gel de agarosa 

1%, durante 2 horas con un marcador de peso molecular. Por último, se etiquetó 

debidamente el genotipo, concentración de DNA y fecha de la extracción.  

3.3.2 Digestión de DNA con enzimas MspI y HpaII 

La digestión de DNA con enzimas isoesquizómeros se realizó de acuerdo con la 

metodología descrita por Fulneček & Kovařík (2014). Se tomó una alícuota de 1 µg de DNA 

proveniente de cada uno de los genotipos en microtubos eppendorf. Estos se etiquetaron 

debidamente con el nombre de cada genotipo.  
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Luego, las muestras fueron digeridas individualmente en 1 U (Unidad de enzima requerida 

para digerir 1 µg de DNA) por las enzimas de restricción MspI y HpaII (New England 

Biolabs, Beverly, MA). La digestión enzimática se realizó a 37 °C durante 16 horas. 

Después, las enzimas se inactivaron por calor incubando las reacciones a 95 °C, durante 

un periodo de 10 min. En seguida, se almacenaron los tratamientos, debidamente 

etiquetados a -20 °C hasta usarlos posteriormente. Finalmente, la digestión de las enzimas 

isoesquizómeros se cuantificaron en gel de agarosa 1%.   

3.3.3 Digestión de DNA con enzima McrBC 

La digestión de DNA se realizó con la enzima McrBC de acuerdo con la metodología 

descrita por How-Kit, Teyssier, Deleuze, & Gallusci (2017). De tal forma que, se tomó una 

alícuota de 1 µg de DNA proveniente de cada uno de los genotipos en tubos eppendorf. 

Estos se etiquetarán debidamente con el nombre de cada línea. 

 

Posteriormente, las muestras fueron digeridas individualmente en 1 U (Unidad de enzima 

requerida para digerir 1 µg de DNA) por la enzima de restricción McrBC (New England 

Biolabs, Beverly, MA). Además de la enzima, se colocó una mezcla de las soluciones 

tampón en las siguientes proporciones (0.5 µl de enzima McrBC, 4 µl de Buffer2, 4 µl de 

BSA, 0.5 µl de GTP). De esta forma, la digestión enzimática se realizó a 37 °C durante 16 

horas. Luego, digestión de la enzima se inactivó por calor incubando las reacciones a 95 

°C, durante un periodo de 10 min. En seguida, se almacenaron los tratamientos, 

debidamente etiquetados, a -20 °C. Finalmente, la digestión del DNA metilado se cuantificó 

corriendo las suspensiones en gel de agarosa 1%.   

3.4 Análisis de resultados 

Los resultados fueron fotografiados en microscopio de fluorescencia Axiophot (Zeiss). Las 

imágenes fueron analizadas por el software “ImageJ” para determinar el área de los 

núcleos, la proporción de regiones metiladas de los mismos y la intensidad de la 

fluorescencia emitida por los anticuerpos.  

 



Efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre la actividad enzimas 

antioxidantes y patrones de metilación de ADN en arroz (Oryza sativa) 

43 

 

Los valores de las variables de respuesta se sometieron al análisis de varianza ANDEVA. 

Además, se realizó la prueba de Tukey para los tratamientos que presentaron diferencias 

estadísticas en el ANDEVA. Sumado a lo anterior, se realizaron correlaciones entre las 

variables estudiadas para observar la influencia e interacción entre las variables de 

respuesta. Todos los análisis estadísticos entre las variables se realizaron en el paquete 

estadístico SAS 9.4 software. 

4. Resultados y discusión  

4.1 Influencia del silenciamiento de genes glutatión 
peroxidasa sobre las características morfofisiológicas 
en plantas de arroz 

4.1.1 Crecimiento en medios de cultivo 

Líneas con represión de genes GPX presentaron bajo porcentaje de germinación 

comparado con los valores de las plantas no transformadas (Tabla 4-1). Las semillas de 

plantas control nipponbare (WT) al igual que las líneas GPX1 L36 y GPX1 L40 germinaron 

completamente. Mientras que los genotipos GPX3 L8 y GPX3 L29 se caracterizaron por 

presentar los menores valores de germinación con porcentajes por debajo del 76%. 

La toxicidad por higromicina se caracterizó por generar clorosis que inició desde la parte 

inferior de las plántulas y terminó en la punta de las hojas, lo cual provoco el retraso severo 

en crecimiento (Figura 4-2). Finalmente, las plántulas seleccionadas por el antibiótico 

perdieron por completo su coloración. Dichos síntomas son compatibles con las patologías 

descritas por Borovinskaya, Shoji, Fredrick, & Cate (2008) quienes afirman que el 

antibiótico inhibe la síntesis de proteínas, por alteraciones en el funcionamiento de los 

ribosomas. 
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Tabla 4-1: Porcentaje de germinación y contaminación de plántulas de arroz transgénico 
para silenciamiento de genes GPX, en medios de cultivo MS 

Genotipo 
Semillas 

germinadas 

Semillas sin 

germinar 

Semillas  

contaminadas 
% Germinación % Contaminación 

GPX3 L7 9 3 0 75.00 0.00 

GPX3 L8 10 2 1 83.33 8.33 

GPX3 L6 11 1 0 91.67 0.00 

GPX1 L29 8 4 0 66.67 0.00 

GPX1 L40 13 0 0 100.00 0.00 

GPX1 L36 12 0 0 100.00 0.00 

Nipponbare 9 0 1 100.00 11.11 
 

Por otro lado, los medios de crecimiento con plantas WT-Nipponbare y GPX3-L8, se 

contaminaron con hongos posiblemente provenientes de las semillas. El control presentó 

coloración verde alrededor de la plántula, mientras que el genotipo GPX3-L8 presentó una 

coloración crema (Figura 4-1). 

 

 

 

Figura 4-1: Medios de cultivo contaminados por hongos.  (A) planta control no transformada 

NT. (B) planta transgénica GPX3-L8. 

 

Figura 4-2: Efecto de higromicina sobre plántulas de arroz no transgénicas. (A) plántula 

vigorosa portadora del gen hph. (B) plántula con síntomas característicos del efecto de la 

higromicina. 
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4.1.2 Etapa de trasplante 

Las tres líneas con genes GPX3 silenciados presentaron el menor vigor, tanto en las etapas 

de germinación, como en los primeros días después del trasplante (Figura 4-3). Esta etapa 

fue tan severa para el desarrollo de las plántulas que solamente la línea L7 sobrevivió a la 

deficiencia de la enzima mitocondrial GPX3 en la etapa del trasplante. Sin embargo, a pesar 

de la disminución en crecimiento en las primeras fases de desarrollo de los mutantes GPX3 

(L6 y L8), en época de cosecha estas plantas tuvieron una producción de biomasa foliar y 

semilla a similar a los valores registrados por las plantas control NT.  

 

Figura 4-3: Comparación entre plántulas transgénicas para el silenciamiento de genes 

glutatión peroxidasa, isoformas GPX1 (L6, L7 y L8), isoformas GPX3 (L29, 36 y 40) y plantas 

no transformadas, wild type (WT).  

Por su parte, las líneas GPX1 presentaron mayor vigor aéreo y radicular (en términos de 

altura y longitud de raíces), en la etapa del trasplante comparado con el desarrollo de 

plantas GPX3. Sin embargo, las plantas fueron perdiendo vigor en las etapas de 

crecimiento y desarrollo (Tabla 4-3). De tal manera que, en época de cosecha presentaron 

los menores valores en vigor.  
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4.1.3 Crecimiento y desarrollo de las plantas de arroz 

El análisis de varianza indica que existen diferencias significativas (p<0.05) entre los 

genotipos evaluados para todas las variables morfofisiológicas, excepto para 

macollamiento y biomasa de tallo (Tabla 4-2). Estas dos últimas características no fueron 

afectadas significativamente por la deficiencia de genes mitocondriales (isoformas GPX1 y 

GPX3). De tal forma que, los seis genotipos evaluados obtuvieron en promedio 17,22 tallos 

por planta, que representó 11,97 g de biomasa seca.    

 

Tabla 4-2: Cuadrado medio para siete variables morfofisiológicas en seis genotipos de 

arroz evaluados (tres líneas GPX1s, dos líneas GPX3s y plantas control NT). 

Fuente de 
variación 

Grados 
de 

libertad 

Cuadrados Medios  

Periodo de 
floración 

Macollamiento 
Biomasa 

hojas 
Biomasa 

tallo 
Biomasa 

raíz 
Biomasa 
semilla 

Biomasa 
total 

Modelo 7 704.11 41.89 267.77 23.54 1559.65 180.58 379.89 

Genotipos 5 486.9* 53.82ns 210.49** 32.77ns 1791.27** 203.73** 377.56* 

Bloque 2 1247.16** 12.06ns 410.98** 0.45ns 980.59* 122.72** 385.70* 

Error 10 94.17 27.39 33.85 10.55 220.93 13.11 72.63 

CV   9.11 30.39 15.98 27.17 41.62 23.62 17.62 

*Significativo p<0.05; **significativo p<0.01; ns no significativo 

 

El silenciamiento de genes GPX redujo de forma significativa (p<0.05) el vigor (en términos 

de biomasa) en todas las plantas transformadas (Figura 4-4). Líneas L29 y L36 (GPX1) fueron 

las plantas más afectadas por la deficiencia de la enzima antioxidante, la cual, provocó la 

caída de producción de materia seca del 62,14% en promedio. Mientras que el 

silenciamiento de genes GPX3 (L6 y L8) causó una disminución de la biomasa menos severa 

con valores promedio del 29,2% en comparación con plantas NT. Por su parte, la línea 

GPX1-L40 presentó valores intermedios entre los genotipos transformados con un total de 

99,3 g de biomasa seca por planta.   

Todos los genotipos transgénicos tuvieron valores menores (p<0.05) en biomasa de raíz 

comparado las plantas NT (Tabla 4-3). La raíz se caracterizó por ser el órgano más 

afectado por la deficiencia enzimática GPX. El silenciamiento de genes GPX redujo hasta 

en un 82,3% la biomasa de raíz en las líneas L29 y L36 (GPX1). Mientras que líneas GPX1-

L6, GPX1-L8 y GPX3-L40 disminuyeron la producción de raíces en 52,6% en relación a los 

valores registrados en las plantas NT. 
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Figura 4-4: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre la producción de biomasa 

seca total. Los resultados de cada tratamiento se compararon por el test de Tukey. Letras 

diferentes representan diferencias significativas en cada parámetro a un nivel de confianza 

de 0.05. 

 

Por otro lado, el silenciamiento de genes GPX redujo la biomasa foliar de forma significativa 

(p<0.05) en dos líneas Gpx1: L29 y L36 (Tabla 4-3). Estas plantas presentaron una 

disminución en 38,5% para la producción de hojas en comparación con las plantas NT y 

GPX3-L8 y GPX1-L40, que obtuvieron en promedio 43,5 g. Por su parte, la deficiencia de la 

enzima GPX3 causó una reducción de hojas menos severa en la línea L6, que produjo un 

valor intermedio de 34,4 g de biomasa foliar por planta. 

 

El silenciamiento de genes GPX afectó significativamente (p<0.05) la producción de semilla 

en todos los materiales transformados, excepto en la línea L8 (GPX3). El silenciamiento de 

la isoforma GPX1 causó la reducción más severa en la producción de biomasa de semillas 

(líneas L29, L36 y L40) con una pérdida promedio de 52,4%. Los efectos de la ausencia de 
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la enzima antioxidante GPX3 sobre la producción de semilla en plantas de la línea L6 fueron 

menos pronunciados, con valores de 34,4 g de semilla por planta.  

  

Tabla 4-3: Comparación de promedios las variables morfofisiológicas entre cinco líneas de 

arroz transgénico para el silenciamiento de genes GPX mitocondriales (tres GPX1 y dos 

GPX3) y plantas no transformadas (NT). 

Variables 
morfofisiológicas  

NT 
GPX3 GPX1 

L6 L8 L29 L36 L40 

Biomasa de raíz 77,2 a 49,8 b 32,7 bc 10,7 c 16,6 c 27,3 bc 

Biomasa foliar  44,0 a 34,4 ab 43,0 a 24,9 b 28,6 b 43,6 a 

Biomasa de semilla 40,9 a 28,8 bc 34,3 ab 16,8 d 20,2 cd 16,9 d 

Días a floración 90,3 c 111,3 ab 121,0 a 119,0 a 94,3 bc 103,0 bc 

Los datos provienen de tres réplicas. Letras diferentes representan diferencias 

significativas (p<0.05) entre las diferentes líneas de acuerdo al test de Tukey. 

4.1.4 Días a floración 

El silenciamiento de genes GPX prolongó (p<0.05) el periodo de floración en dos líneas 

GPX (Tabla 4-3). De tal manera que, plantas de líneas L8 y L29 (GPX3 y GPX1, 

respectivamente) florecieron 120 días (d) después del trasplante, mientras que las plantas 

NT tardaron alrededor de 90 d. Por tanto, el estrés oxidativo provocó un retraso en el 

periodo de floración las dos líneas transgénicas en 30 días comparado con el genotipo NT. 

Entre tanto, líneas L6 (GPX3), L36 y L40 (GPX1) también mostraron una tendencia a extender 

el tiempo necesario para iniciar la etapa de floración. Estas líneas tardaron un periodo de 

tiempo intermedio de 103 d para comenzar la etapa de reproductiva.  

 

La deficiencia de enzimas GPX altera el ciclo celular provocando un retraso en el 

crecimiento de las plantas transformadas. Los resultados indican que plantas con 

silenciamiento de genes GPX presentan bajas tasas de replicación celular. Esto puede ser 

causado por lesiones en el DNA que ocurren por la deficiencia de la enzima antioxidante. 

Además, la actividad del promotor de genes GPX3 y GPX1 demuestra que esta enzima 

juega un papel importante en tejidos con intensa división y diferenciación celular (Herbette 

et al., 2004; Passaia & Gaeta, 2013).  
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Según Reichheld, Vernoux, Lardon, Montagu, & Inzé (1999) el estrés oxidativo reduce la 

actividad meristemática apical y radicular en plantas de tabaco. La disminución en la tasa 

de crecimiento ocurre debido a que el ciclo celular se detiene transitoriamente para dar 

lugar a los procesos de reparación de DNA, antes de continuar con la siguiente división 

celular. Los mismos autores indican que el periodo de tiempo de replicación de DNA se 

puede prolongar hasta 6 horas, en células expuestas al estrés oxidativo. 

4.2 Influencia del silenciamiento de genes glutatión 
peroxidasa a sobre la actividad de enzimas 
antioxidantes en plantas de arroz 

El silenciamiento de genes GPX alteró significativamente (p<0.05) la actividad de las 

enzimas GR y GPX en las plantas transformadas comparado con las plantas control NT 

(Tabla 4-4). Mientras que la actividad de las enzimas APX, GR y SOD fue similar en los 

seis genotipos evaluados. A pesar de que se observó cierta reducción en los valores de la 

actividad enzimática en plantas GPXs, no fueron valores significativos. De esta forma, el 

promedio de actividad de estas enzimas antioxidantes de los seis genotipos fue APX=64,6; 

GR=330,62 y SOD=13,75 μmol de H2O min-1 mg-1 proteína.  

 

Tabla 4-4: Cuadrado medio para los valores de actividad de cinco enzimas antioxidantes 

en seis genotipos de arroz evaluados (tres líneas GPX1s, dos líneas GPX3s y plantas 

control NT). 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Cuadrados Medios 

        CAT    GR          APX       SOD      GPX 

Modelo 7 19,375.78 0.16 1,458.20 73.16 5,534.76 

Genotipo 5 23557.26ns 0.15* 1871.80ns 73.37ns 5069.09* 

Bloque 2 8922.07ns 0.17* 424.19ns 72.64ns 6698.92* 

Error 10 9,948.02 0.03 889.27 52.22 1,286.76 

CV   30.17 15.23 46.16 52.67 20.53 

*Significativo p<0.05; **significativo p<0.01; ns no significativo 

 

Como fue previsto, el silenciamiento de genes GPX causó la disminución significativa de 

la actividad enzimática de GPX en las plantas transformadas (Tabla 4-5). Dos líneas L36 y 

L40 fueron las más afectadas por la ausencia de la proteína mitocondrial GPX1, con una 
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reducción de la actividad enzimática de 41,5%. Mientras tanto, la actividad de GPX en las 

tres líneas trasformadas L6, L8 (GPX1) y L29 (GPX3) se redujo en menor grado con un 

promedio 38,4% comparado con los valores de plantas control NT.  

Por otra parte, la deficiencia proteínas GPX redujo significativamente (p<0.05) la actividad 

de enzimas GR en plantas trasformadas (Tabla 4-5). Tres líneas L8 (GPX3), L36 y L0 (GPX1) 

presentaron los valores más bajos de actividad GR con promedio de 0,97 μmol de H2O 

min-1 mg-1 proteína, que equivale a una reducción del 35,3% comparado con valores de 

plantas control NT. Por otro lado, el silenciamiento de genes GPX afecto con menor 

severidad la actividad de GR en las dos líneas L6 (GPX3) y L29 (GPX1). Estos genotipos 

mostraron valores intermedios de GR con promedio 1,15 μmol de H2O min-1 mg-1 proteína 

que equivale a la reducción del 23,3% en la actividad enzimática antioxidante de GR. 

 

Tabla 4-5: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre la actividad de cinco enzimas 

antioxidantes en seis genotipos de arroz (tres líneas GPX1s, dos líneas GPX3s y plantas 

control NT). 

 

Enzima 

antioxidante  

 

NT 

GPX3s GPX1s 

L6   L8   L29   L36   L40   

GPX 254,1 a 152,4 ab 160,5 ab 184,1 ab 149,2 b 148,1 b 

GR 1,5 a 1,1 ab 0,9 b 1,2 ab 1,0 b 1,0 b 

APX 102,1 a 42,5 a 54,8 a 60,4 a 87,5 a 40,3 a 

CAT 477,9 a 400,1 a 278,0 a 266,4 a 301,4 a 259,9 a 

SOD 17,9 a 21,9 a 10,0 a 11,6 a 10,6 a 10,5 a 

Los valores provienen de tres réplicas, cada una con mínimo cuatro unidades 

experimentales. Los resultados de cada tratamiento se compararon por el test de Duncan. 

Letras diferentes representan diferencias significativas en cada parámetro a un nivel de 

confianza de 0.05. GPX, glutatión peroxidasa; GR, glutatión reductasa; APX, ascorbato 

peroxidasa; CAT, catalasa; SOD, superóxido dismutasa. 
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Los valores de correlación revelaron que la enzima GPX tiene una influencia positiva sobre 

la actividad del sistema enzimático antioxidante (Figura 4-5). La deficiencia de genes GPX 

no aumentó la actividad de ninguna de las enzimas evaluadas (GR, CAT, APX y SOD).  

 

Por el contrario, el silenciamiento de genes GPX presentó una influencia significativamente 

(p<0.05) en la actividad de enzimas GR y CAT. De tal forma que, estas enzimas 

presentaron alta correlación (r=0.88 y 0.52) entre la actividad enzimática GPX-GR y GPX-

CAT, respectivamente. A su vez, los valores de CAT mostraron una relación significativa 

(p<0.05) con la actividad de APX (r=0,49). Mientras que la actividad de SOD no presentó 

relación con la actividad de ninguna enzima antioxidante.  

 

 

Figura 4-5: Matriz de correlaciones entre cinco enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), 

glutatión reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX), superoxido dismutasa (SOD) y 

glutatión peroxidasa (GPX). Los valores provienen de tres líneas GPX1s, dos líneas GPX3s 

y plantas control NT. *Significativo p<0.05; **significativo p<0.01; ***significativo p<0.001. 
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Los resultados anteriores confirman la hipótesis propuesta por Passaia & Margis-Pinheiro 

(2015) quienes aseguran que enzimas GPX actúan como sensor redox en plantas (Figura 

4-6). La deficiencia de la enzima GPX disminuye la capacidad de mantener el equilibrio 

entre el sistema antioxidante y las ROS. Por consiguiente, las células quedan expuestas a 

los efectos nocivos del estrés oxidativo por la reducción parcial del sistema antioxidante.  

 

Figura 4-6: Sistema de regulación redox en plantas de arroz. GPX actúa como sensor 

redox a través de la formación de grupos tiol (enlaces disulfito) modulados a través de la 

oxidación de H2O2. Correlaciones de Pearson indican que el silenciamiento de genes GPXs 

inhibe la actividad enzimática de enzimas GPX, CAT, GR y GPX. Modificado de Modificado 

de: Passaia & Margis-Pinheiro (2015). 

A literatura afirma que GPX desempeña un papel fundamental en la activación de la 

maquinaria antioxidante. En levadura, por ejemplo, Delaunay, Delphine, Barrault, Vinh, & 

Toledano (2002) afirman que la oxidación de GPX3 actúa como sensor de señales 

generados por H2O2. En este proceso la enzima GPX3 se oxida y forma grupos tiol (enlace 

cisteína-cisteína), convirtiéndose en una proteína reguladora capaz de activar el factor de 

transcripción YAP1, que finalmente promueve la síntesis de enzimas antioxidantes.  
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A su vez, Calvo, García, Ayté, & Hidalgo (2012) revelaron que la peroxiredoxina TPX1 

(perteneciente al grupo de enzimas GPX) interactúa con H2O2, actúa el factor de 

transcripción Pap1. Consecuentemente, Pap1 induce la síntesis de enzimas antioxidantes 

necesarios para la adaptación al estrés oxidativo. Además, los autores indican que Pap1 

puede aumentar la afinidad para promotores antioxidantes asociados con la síntesis de 

enzimas como catalasa, entre otras. 

En vista de que las líneas de cada isoforma GPX1 (L29, L36 y L40) y GPX3 (L6, L7 y L8) no 

presentaron diferencias significativas entre ellas, se tomaron plantas aleatoriamente para 

realizar el análisis genómico. Por consiguiente, después de la caracterización 

morfofisiológica y bioquímica, se tomaron plantas al azar de cada isoforma GPX1s y GPX3s 

para evaluar el contenido de metilación de DNA global y sitio específica. Posteriormente, 

con el propósito de establecer la relación entre el sistema de metilación de DNA y el 

sistema antioxidante, se realizó una caracterización de la 5-metilcitosina en el genoma de 

las plantas trasformadas. 

4.3 Influencia del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa 

sobre la desmetilación del genoma en arroz  

El silenciamiento de genes GPX afectó significativamente (p<0.05) el contenido de 

metilación de DNA global en plantas GPXs (Tabla 4-6). Los valores de digestión de DNA 

metilado con enzima McrBC indicaron que la deficiencia de GPX causó cambios 

significativos (p<0.05) en algunas regiones del genoma de plantas transformadas. Mientras 

que, el análisis enzimático realizados con enzimas isoziméricas indicaron que las 

secuencias CCGG conservaron mejor las marcas epigenéticas. Los estudios anteriores 

indican que el estrés oxidativo altera las marcas de DNA metilado en ciertas regiones del 

genoma.  

El silenciamiento de genes GPX redujo significativamente (p<0.05) el contenido global de 

5-metilcitosina en el genoma de plantas GPXs (Figura 4-7). En otras palabras, la 

deficiencia de cualquier enzima mitocondrial GPX1 o GPX3 provoca la desmetilación global 

de DNA foliar de plantas transformadas. De tal forma que, la ausencia de enzimas GPXs 

redujo el porcentaje de metilación del genoma a 3,91%. Este valor equivale a una pérdida 
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del contenido de 5-metilcitosina de 40,3% en el DNA comparado con los valores de plantas 

control NT. 

 

Tabla 4-6: Cuadrado medio para los valores de contenido de metilación de DNA global y 

sitio específica, en seis genotipos de arroz evaluados (tres líneas GPX1s, dos líneas GPX3s 

y plantas control NT). 

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

Cuadrados Medios  

Metilación de 

DNA global (%) 

Digestión de 

DNA por enzima 

McrBC 

Digestión de 

DNA por HpaII e 

MspI (%) 

Modelo 2 5,3 0,09 0,01 

Genotipos 2 5,3* 0,09* 0,01ns 

Error 5 0,73 0,01 0,001 

CV   18,7 29,3 19,4 

*Significativo p<0.05; **significativo p<0.01; nsno significativo 

 

Los resultados indican que el silenciamiento de genes GPXs causa la desmetilación del 

genoma en arroz. La reducción de los niveles de metilación de DNA se relaciona 

generalmente con la activación transcripcional génica (Kumar, 2017), a pesar de que en 

este estudio no se observó un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes. No 

obstante, es probable que el papel de la regulación génica sea crucial para el proceso de 

aclimatación de las líneas de arroz GPXs al estrés oxidativo. De esta forma, nuevas rutas 

metabólicas o sistemas de defensa antioxidante podrían ser activados por mecanismos 

epigenéticos para la adaptación al estrés oxidativo.  

 

Además, la hipometilación del genoma es relacionado frecuentemente con la recuperación 

de vigor en plantas (Bernardo et al., 2017; Vergeer, Wagemaker, & Joop Ouborg, 2012; 

Virdi et al., 2015; Zhang et al., 2016). Estas alteraciones generalmente causan cambios 

importantes en el epigenoma de plantas GPXs generando epialelos o genes imprinted. A 

su vez, estas variaciones pueden causar nuevos fenotipos con características útiles para 

la adaptación a condiciones de estrés, que pueden ser transmitidas a través de 

generaciones de forma estable. 
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Figura 4-7: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre el contenido global de 5-

metilcitosina en el genoma de plantas de arroz trasformado (tres plantas para cada 

isoforma GPX1 y GPX3) y plantas control NT. Los valores se obtuvieron utilizando el kit 

ELISA (Colorimetric). Letras diferentes representan diferencias significativas a un nivel de 

confianza del 0.05. 

 

La desmetilación activa puede ser insuficiente para causar la dramática reducción de la 5-

metilcitosina en el genoma de plantas GPXs. En este caso, la remoción enzimática de la 

citosina metilada sería causado por la actividad de glicosilasas de la familia DME, ROS1, 

DML2 y DML3; la cual, es acompañada por el mecanismo de reparo por escisión de bases 

(BER) (Penterman et al., 2007). 

 Sin embargo, la actividad de glicosilasas es destinado para un número pequeño de loci y 

el nivel de transcripción se concentra en ciertos tejidos (Choi et al., 2002). Además, se ha 

demostrado la deficiencia de glicosilasas no alcanza afectar de forma significativa el nivel 

global de metilación en plantas (Penterman et al., 2007; Zhu, Kapoor, Sridhar, Agius, & 

Zhu, 2007). Los estudios anteriores indican que la actividad de glicosilasas no serían 

capaces de provocar la fuerte disminución de los niveles de metilación, en el genoma de 

plantas trasformadas GPXs (40,3%). Por tanto, además de la desmetilación activa, es 

posible que exista otro mecanismo actuando en el proceso de desmetilación del genoma 

en plantas GPXs. 
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El estrés oxidativo puede dejar expuestas las plantas GPXs al proceso de desmetilación 

pasivo. Por un lado, la hipometilación del genoma puede ocurrir también como un efecto 

secundario de alteraciones del sistema de metilación de DNA. Por ejemplo, el daño 

indirecto puede ocurrir por la alteración en los niveles de metabolitos como acetil-CoA, Fe, 

cetoglutarato, NAD+ y S-adenosilmetionina, entre otros (Ba & Boldogh, 2018). De esta 

forma, el estrés oxidativo puede alterar rutas metabólicas esenciales para el 

funcionamiento de la maquinaria epigenética.  

 

Por otra parte, el silenciamiento de genes GPXs puede reducir o inactivar el funcionamiento 

de metiltransferasas de DNA (cmt3, met1, drm1/2). Consecuentemente, el genoma de 

plantas GPXs queda expuesto al proceso de desmetilación pasiva. Enzimas 

metiltransferasas tienen la función de mantener la metilación de DNA de plantas GPXs y 

son activamente expresas de forma similar en todos los órganos vegetales (Ashapkin, 

Kutueva, & Vanyushin, 2016). Por ejemplo, el silenciamiento de genes met1 causó la 

reducción del metiloma en arroz en un 46,6%; valores que son similares a los encontrados 

en este estudio (Hu et al., 2014). No obstante, las plántulas met1 homocigóticas presentan 

problemas desde la etapa de germinación y mueren cuando alcanzan los tres primeros 

centímetros de altura, a causa de la inestabilidad epigenética. Lo anterior indica que la 

fuerte deficiencia de la 5-metilcitosina en plantas GPXs solo es posible a través de un 

mecanismo de desmetilación controlado.  

 

La desmetilación oxidativa es un mecanismo alternativo que conduce a la pérdida de 

metiloma en plantas GPXs. Los radicales libres pueden causar la oxidación directa de 5-

metilcitosina para producir 8-hidroximetilcitosina (Taspinar et al., 2018). Otro tipo de 

oxidación de la 5-metilcitosina, que es catalizada también por enzimas TET (Ten-eleven 

translocation), y hasta hoy solamente han sido encontradas en mamíferos. En plantas, 

existe controversia sobre la existencia de 8-hidroximetilcitosina en las células vegetales. 

Por un lado, Erdmann, Souza, Clish, & Gehring (2015) aseguran que los niveles de 8-

hidroximetilcitosina no se encuentran en concentraciones biológicamente relevantes en el 

DNA. Mientras que, Moricová, Ondřej, Navrátilová, & Luhová (2013) demostraron que la 

hidroximetilación de DNA ocurre cuando los niveles de 5-metilcitosina disminuyen por 

efecto del estrés oxidativo. Además, los mismos autores indican que el aumento en 8-



Efecto del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa sobre la actividad enzimas 

antioxidantes y patrones de metilación de ADN en arroz (Oryza sativa) 

57 

 

hidroximetilcitosina está más relacionado con modificaciones enzimáticas, que con 

especies reactivas de oxígeno. No obstante, actualmente el consenso científico niega la 

posibilidad de oxidación enzimática de metiloma vegetal (Kumar, 2017). Sin embargo, la 

deficiencia marcada de 5-metilcitosina en plantas GPXs no puede ser provocada 

exclusivamente por procesos de desmetilación convencionales. La supervivencia de 

plantas GPXs depende de la desmetilación del genoma a través de mecanismos 

controlados y sitio dirigidos. Para comprobar esta hipótesis, la cuantificación de 8-

hidroximetilcitosina en plantas GPXs con tecnologías de alta precisión (Fernandez, 

Valledor, Vallejo, Cañal, & Fraja, 2018) son necesarios para identificar si la existe otro 

proceso de desmetilación activa en arroz y sus funciones epigenéticas en el proceso de 

adaptación a condiciones de estrés. 

4.4 Influencia del silenciamiento de genes glutatión peroxidasa 

sobre patrones de metilación DNA en arroz  

Los valores obtenidos por la digestión de las endonucleasas isochizomericas revelaron 

alteraciones en el contenido de metilación en regiones específicas del genoma (Figura 

4-8). La deficiencia de las enzimas mitocondriales GPX no alteró significativamente el 

contenido de metilación en la secuencia CCGG en el genoma de ninguna de las plantas 

transformadas. De tal forma que, el 24,6% de las secuencias CCGG estaban metiladas 

tanto en plantas trasformadas GPXs como en plantas control NT (Figura 4-8).  

Por otro lado, metilación de la secuencia reconocida por McrBC incrementó en los 

genotipos transgénicos (Figura 4-8). De tal forma, que líneas GPX3 tuvieron un incremento 

del 34% de metilación en los sitios de reconocimiento por la enzima McrBC comparado 

con las plantas control NT. Mientras que, plantas silenciadas para la isoforma GPX1 

tuvieron niveles intermedios de metilación entre plantas GPX3 y NT. 
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Figura 4-8: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre el contenido de metilación 

en regiones especìficas del genoma de plantas de arroz. Estos datos se obtuvieron 

utilizando endonucleasas de restricción sensibles a la metilación de DNA (McrBC y 

MspI/HpaII). Letras representan diferencias entre líneas transgénicas y plantas control NT. 

Cada variable representa un nivel de confianza del 0.05. 

La desmetilación global del genoma viene acompañada de un aumento general del 

contenido de 5-metilcitocina en sitios específicos. Por su parte, Lister et al. (2008) quienes 

descubrieron que la pérdida de 5-metilcitosina en secuencias CG es acompañada por el 

aumento del contenido de 5-metilcistosina en regiones CHG, en el genoma de A. thaliana. 

Resultados similares fueron revelados por Hu et al. (2014) quienes revelaron que el 

silenciamiento de genes met1 provoca la hipermetilación predominantemente en 

secuencias CHH, en plantas de arroz.  

De forma similar, se encontró que en la pérdida de islas CG induce a la hipermetilación de 

contextos CHH en varias secuencias heterocromáticas  y en el cuerpo de un gran número 

de genes (Lister et al., 2008; Mathieu, Reinders, Čaikovski, Smathajitt, & Paszkowski, 

2007). La hipermetilación ectópica de secuencias heterocromáticas se atribuye a errores 

en el direccionamiento de RdDM y la hipermetilación ectópica en secuencias de genes se 

a la desmetilación ineficaz de enzimas glicosilasas (Lister et al., 2008; Mathieu et al., 
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2007). Además, Mathieu et al. (2007) demostraron que este tipo de alteraciones en las 

regiones metiladas del genoma son causadas por hipometilación en ciertas secuencias 

CG, las cuales, son críticas para mantener la homeostasis epigenética. Inclusive, la 

remoción en los patrones de metilación puede haber alterado en también la metilación de 

histonas en plantas transformadas GPXs. H3K9me2, por ejemplo, está íntimamente 

asociada con la metilación en contextos CHG en el genoma de Arabidopsis, tanto que 

cerca del 90% de las secuencias metiladas CHG coinciden con H3K9me2 (Bernatavichute, 

Zhang, Cokus, Pellegrini, & Jacobsen, 2008). Con todo, los resultados sugieren que el 

silenciamiento de genes GPXs alteró las marcas epigenéticas en sitios específicos del 

genoma en plantas de arroz, probablemente con el objetivo de enfrentar las condiciones 

de estrés oxidativo.  

 

El aumento del contenido de 5mC es mayor en secuencias asociadas con elementos 

transponibles (ETs) en el genoma de plantas GPXs. La secuencia de reconocimiento de la 

enzima McrBC (CHH, siendo H cualquier nucleotídeo A, T, G) está estrechamente 

relacionada con elementos transpobibles (ET). Por tanto, los resultados indican que la 

deficiencia del sistema antioxidante provocó un incremento en el nivel de metilación CHH 

en plantas GPXs. Lo anterior sugiere que, por lo menos, el sistema de metilación de novo 

aumentó, tal vez, con el objetivo de silenciar ETs. La activación de ETs en plantas fue 

revelada primero por McClintock (1984) quien lo denominó como “estrés genómico del 

hospedero”. Actualmente, se conoce que la activación de ETs es un fenómeno bien 

documentado y se sabe que ocurre por influencia de las condiciones de estrés. En arroz, 

por ejemplo, la activación transcripcional del retrotransposon Ty1 puede dar lugar a la 

formación de pequeños ARN de interferencia (ARNi) responsables por la metilación de 

novo (Alzohairy et al., 2014). Estos pequeños ARNi son responsables de la inmovilización 

de secuencias como Ty1 mediante metilación de DNA a través de RdDM.  
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5. Conclusiones 

Las plantas transformadas presentaron una pérdida del vigor (biomasa de raíces, hojas y 

semillas) y un aumento en el periodo de floración. La deficiencia de genes mitocondriales 

GPX parece afectar predominantemente el crecimiento radicular en las plantas evaluadas. 

Mientras que la biomasa de tallo y el número de tallos por planta en las plantas 

transformadas no fueron afectados por la deficiencia de genes mitocondriales. Por otro 

lado, el silenciamiento de genes mitocondriales GPX está asociado negativamente con la 

actividad de enzimas antioxidantes. Consecuentemente, las plantas de arroz transformado 

GPXs presentaron cierta deficiencia en el sistema antioxidante por la reducción de la 

actividad de cuatro enzimas CAT, GR, APX y GPX. Curiosamente, la enzima SOD no fue 

afectada por el silenciamiento de genes GPX en los genotipos estudiados. La 

caracterización morfofisiológicas no reveló diferencias evidentes entre las líneas GPX, 

pero si entre el tipo de isoforma mitocondrial silenciado (GPX1 y GPX3). Los estudios 

realizados en plantas seleccionadas para representar cada isoforma revelaron que la 

reducción del sistema antioxidante es acompañada de la disminución global del nivel de 

metilación de DNA. Además, los resultados de digestión enzimática indican que ciertas 

regiones del genoma tienden a la hipermetilación ectópica. De esta forma, se comprobó 

que ocurren alteraciones de las marcas epigenéticas en el genoma de las plantas GPXs, 

con el propósito de adaptarse a las condiciones de estrés oxidativo.
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