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Resumen

La enzima glutatién peroxidasa (GPX) cataliza la reduccion de H.O». Ademas, es posible
gue actie como sensor redox, en el proceso de monitorear el estado oxidativo en células
vegetales. Con el propésito de comprobar la anterior hipétesis y estudiar los efectos del
estrés oxidativo sobre marcas epigenéticas, se evalud la actividad de enzimas
antioxidantes y patrones de metilacion de DNA en lineas de arroz con genes GPX
silenciados. Seis plantas de arroz GPXs (3 lineas para cada isoforma mitocondrial GPX; y
GPX3) se utilizaron en los experimentos. El ensayo se establecidé en un disefio bloques
completos al azar con tres réplicas. En época de floracidn, se evaluaron variables
morfofisioldgicas, la actividad de cinco enzimas antioxidantes y se cuantificé el contenido
de metilacion de DNA global y sitio especifico. Los resultados de correlacién indican que
la deficiencia de GPX redujo significativamente (p<0.05) la actividad de proteinas
antioxidantes como glutation reductasa (GR) y catalasa (CAT) (r=0.88 y 0.52,
respectivamente) en lineas GPXs. La reduccion de la actividad enzimatica antioxidante en
plantas GPXs es acompafiada de la disminucién significativa (p<0.05) en los niveles de
metilacién global hasta en 41%. No obstante, plantas GPXs conservan valores de
metilaciébn para secuencias CG, mientras que las secuencias CHH tienden a la
hipermetilacién. Con todo, la deficiencia de genes GPX afect6 significativamente (p<0.05)
el vigor (biomasa de hojas, raiz y semilla) en plantas GPXs. Los resultados respaldan la
hipétesis que atribuye a la enzima GPX la funcion de sensor redox y revela que la
deficiencia enzimatica antioxidante provoca alteraciones especificas en patrones de

metilacion de DNA.

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



Abstract

Enzyme glutathione peroxidase (GPX) catalyze the reduction of H.O.. 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 GP X1 and GPXs3) 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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Introduccioén

Hace aproximadamente 2.7 millones de afios la atmdésfera comenzé a enriquecerse con
oxigeno (O2) al evolucionar organismos fotosintéticos. Este acontecimiento confirié
ventajas adaptativas a los organismos que utilizan O, como aceptor final de electrones,
proporcionandoles mayor energia en comparacion con el metabolismo anaerébico. Como
resultado, en la reduccion de O, son formados especies reactivas de oxigeno (ROS), que
son productos intermediarios extremadamente reactivos y potencialmente toxicos para los

organismos (Gill & Tuteja, 2010).

Estos compuestos pueden alterar de diferentes formas los procesos fisiol6gicos de las
plantas. En condiciones normales, se estiman concentraciones de ROS varian entre 2-5%,
mientras que bajo condiciones de estrés, pueden aumentar hasta alcanzar valores del 30%
(Polle, Schwanz, & Rudolf, 2001). El incremento rapido de niveles de ROS se denomina
estallido oxidativo, y es provocado por varios factores incluyendo salinidad, radiacién UV,
metales pesados, temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes, polucién de aire,
ataque de patdgenos, estrés hidrico y herbicidas (Gratdo, Pompeu, & Azevedo, 2006).
ROS son particulas altamente toxicas que causan deterioro en acidos nucleicos, oxidacion
de proteinas, peroxidacion de lipidos y carbohidratos, y finalmente pueden provocar la
muerte de la célula. No obstante, las plantas evolucionaron para integrar ROS en los
procesos bioldgicos involucrados en el crecimiento, ciclo celular, muerte celular
programada, sefializacion hormonal, respuesta al estrés bidtico y abidtico (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 enzimético y no enzimatico. La
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familia de genes glutation 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 funcidn principal es codificar enzimas con el
objetivo de reducir el exceso de perédxido de hidroégeno y peroxidos lipidicos (Pasaia et al.,
2015).

Por otra parte, la metilacion del DNA es una modificacion quimica que controla la expresion
génica y puede ser de gran valor en el mejoramiento genético para resistencia a
condiciones de estrés. Mientras que la recombinacion 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 metilacion del DNA es el principal mecanismo regulador de la expresion génica.
Dichos mecanismos pueden modificar el DNA gendmico de las plantas, de forma rapida y
reversible, lo que evita la necesidad excesiva de recombinacién genética y de diversidad
de poblaciones, que se requieren en programas de mejoramiento. Ademas, estudios
recientes demuestran que la metilacion de secuencias ricas en GC puede actuar como
punto de coordinacién central para muchos mecanismos epigenéticos, que estan
asociados con la "memoria" que se transfiere fielmente a la progenie (Peng & Zhang,
2009). Dichos patrones de expresién génica son mitética y meioticamente estables,
pueden ser adquiridos de forma reversible y confieren a los organismos adaptarse mas
rapidamente a condiciones de estrés que la recombinacién genética (Law & Jacobsen,
2010). Esto puede contribuir a la adaptacion del DNA a diferentes condiciones de estrés,
lo cual seria potencialmente (til en el mejoramiento genético.

Recientemente, se ha estudiado la relacién entre la metilacién de DNA y el estado redox
de la célula. En Arabidopsis thaliana, por ejemplo, el silenciamiento de genes GPX, causoé
alteraciones en el genoma nuclear probablemente por el efecto del incremento del peréxido
de hidrégeno (H20;) (Garber et al., 2012). De manera que, es posible que patrones de
metilacion 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 hipétesis,
se obtuvieron plantas de arroz con genes de la familia GPX silenciados (Passaia & Gaeta,
2013), con el fin de estudiar la relacion entre las enzimas GPXs y las alteraciones en la

metilacion de DNA.
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1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutation peroxidasa sobre caracteristicas
morfofisiologicas, actividad de enzimas antioxidantes y patrones de metilacién de DNA en

lineas de arroz transgénicas.

1.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutatién peroxidasa sobre las caracteristicas
morfofisiologicas en lineas de arroz.

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutation peroxidasa sobre la actividad de
enzimas antioxidantes en lineas de arroz.

Evaluar el efecto del silenciamiento de genes glutation peroxidasa sobre los patrones de
metilacion de DNA en lineas de arroz.
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2.Revision de literatura

2.1 Especies reactivas de oxigeno

La introduccion de oxigeno molecular en la atmésfera terrestre por organismos
fotosintetizadores, proporcioné mayores ventajas adaptativas a organismos que utilizan
02, como aceptor final de electrones, en comparacibn con otros procesos como
fermentacion y respiracion anaerébica (Luo etal., 2016). Como consecuencia de la
reduccion de O, se forman especies reactivas de oxigeno (ROS), que son productos
intermediarios extremadamente reactivos y potencialmente toxicos para los organismos
(Gill & Tuteja, 2010). Por tanto, en los procesos fisioldégicos que incluyen reacciones
aerdbicas como fotosintesis o respiracion, inevitablemente generan ROS. Estos
compuestos son normales en el metabolismo aerobio, pero su concentracion en las células
debe permanecer controlada, dependiendo de las condiciones ambientales o de ciertos
procesos de sefializacion (Luo et al., 2016). Segun Gill & Tuteja (2010) éstos pueden ser
de dos tipos: radicales libres, que incluyen superédxidos, hidroxilos, perhidroxilos y alcoxi;

0 moléculas no radicales que incluyen perdxidos de hidrégeno y oxigeno atémico.

La generacion de ROS se lleva a cabo por transferencia de energia (Figura 2-1). La
reduccion univalente del O, por el transporte de electrones de la cadena respiratoria resulta
en la generacién del superdoxido (O2*). La dismutacion del Ox* ocurre en pH bajo,
involucrando a transferencia de un electrén para otro O2*, lo cual genera un ion peréxido
(02%). A su vez, este Ultimo compuesto puede ser protonado formando peréxido de
hidrégeno (H20,) (Gill & Tuteja, 2010). Ademas de eso, O>* puede ser también protonado
para formar el radical peridroxil (HO2). En la presencia de metales de transicion como
cobre (Cu*™) o hierro (Fe*™), el H.O, puede generar el radical hidroxilo (*OH). Por otro lado,

el oxigeno singleto (*O;) es otra forma de ROS, pero no es generada por adicion de
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electrones, si no por elevacién de un electrén a un orbital mas energético(Gill & Tuteja,
2010).

Superdxido i6n peréxido
e- e- 2-
10, ¢t :
0, O, ) 'O, s——) O,
Oxigeno singleto Dioxigeno
Fe 2*
= —
HOZ Hzoz Reaccién Fenton OH
Radical peridroxil Peroxido de hidrégeno radical hidoxilo

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

ROSs se producen principalmente en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas. Dichas
organelas se caracterizan por presentar vias metabdlicas 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 mas sobresalientes (Anjum, Umar, & Chan, 2010). El reticulo
endoplasmatico y el citoplasma son potenciales productores de ROS mediante las vias de
desintoxicacién por citocromo p450 (Anjum et al., 2010). Con todo, los mismos autores
estiman que el consumo del 1-2% de O, por parte de los tejidos vegetales conduce a la
generacion de ROS.

2.2 Estrés oxidativo

Estos compuestos pueden alterar de diferentes formas los procesos fisiol6gicos de las
plantas. Los ROS son particulas altamente reactivas y toxicas que causan deterioro en
acidos nucleicos, oxidacién de proteinas, peroxidacion de lipidos 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 varian entre 2-5%, mientras
gue bajo condiciones de estrés, estos valores pueden aumentar hasta alcanzar valores del
30% (Polle et al., 2001). El incremento rapido de niveles de ROS se denomina estallido
oxidativo, y es provocado por varios factores incluyendo salinidad, radiacion UV, metales
pesados, temperaturas extremas, deficiencia de nutrientes, polucion de aire, ataque de
patégenos, estrés hidrico y herbicidas (Gill & Tuteja, 2010). Estos aumentos repentinos

pueden causar dafio 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 bioldgicos involucrados en el
crecimiento, ciclo celular, muerte celular programada, sefializacion hormonal, respuesta al
estrés biotico y abidtico (Mittler et al., 2004). En arroz, por ejemplo, el peréxido de
hidrogeno promueve la expansion celular y el diametro de raices, mediante el aumento del
contenido de pectina y la desmetil-esterificacion (Xiong, Yang, Fu, & Tao, 2015). Por tanto,
ROS también son necesarios para regular procesos fisiol6gicos de las plantas.

2.2.1 Modificacion de lipidos

La peroxidacién de lipidos se considera como el proceso mas perjudicial para todos los
organismos vivos, inclusive el dafio a la membrana se suele tomar como un parametro
para determinar el nivel de destruccién de lipidos en diferentes condiciones de estrés. Este
proceso es descrito detalladamente por Gill y Tuteja (2010) quienes mencionan que implica
tres etapas distintas: pasos de iniciacion, progresion y de terminacion. De acuerdo con los
autores, en la membrana, el inicio de este proceso comienza con la abstraccion de un
atomo de hidrogeno, en cadena de acilo graso insaturado de un acido graso poliinsaturado,
principalmente por OH-. En un entorno aerébico, el oxigeno se sumarda al 4cido graso en
el radical lipidico de carbono para dar lugar a un radical peroxilipidico ROO.. Una vez
iniciado, ROO. se puede propagar aun mas la reaccion en cadena de la peroxidacion
mediante la abstraccibn de un atomo de hidrégeno a partir de cadenas laterales
adyacentes. El hidroperéxido de lipidos resultante puede descomponerse facilmente en
varias especies reactivas tales como: radicales alcoxilo de lipidos, aldehidos
(malonildialdehido), alcanos, epodxidos y alcoholes de lipidos (Mittler et al., 2004). Como
resultado, un solo evento de iniciacion tiene el potencial de generar multiples moléculas de

perdxido en una reaccion en cadena.
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Los efectos globales de la peroxidacion lipidica son: disminuir la fluidez de
membrana, facilitar el intercambio de fosfolipidos entre las dos mitades de la
bicapa, aumentar la permeabilidad de membrana a sustancias que normalmente no son
permeables (Mittler et al., 2004). Este ultimo aspecto incluye compuestos como receptores

de inactivacién, enzimas y canales iénicos.

2.2.2 Modificacion de DNA

ROS pueden afectar el DNA directa o indirectamente. ROS son capaces de inducir dafios
a macromoléculas celulares, incluyendo delecciones de base en el DNA, dimeros de
pirimidina, enlaces cruzados, roturas de la cadena y modificacion base, tal como

alquilacién y oxidacion (Gill & Tuteja, 2010).

En este sentido, Mgller, Jensen, & Hansson (2007) afirman que *OH es la especie mas
perjudicial para el DNA, en especial para la modificacion de guanina a 8-hidroxiguanina. El
mismo autor indica que esta base es susceptible a los ataques de Oz, mientras que los
radicales H.O, o O>* no reaccionan con el DNA. Por otro lado, ROS pueden causar
cambios en la metilacion de citosinas, las cuales son importantes en la regulaciéon de

expresion 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 dafios 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 reparacion ineficiente (Mgller et al.,
2007).

Resultados de dafio en el DNA en diversos efectos fisioldgicos, tales como la sintesis de
proteinas reducida, la destruccion de la membrana celular y el dafio a las proteinas

fotosintéticas, afectan el crecimiento y desarrollo de todo el organismo.
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2.2.3 Modificacion de proteinas

Todos los aminoacidos son susceptibles a ROS, normalmente ocurre oxidacion directa de
sus cadenas laterales de aminoacidos. De acuerdo con Mgller et al. (2007) el radical O,
y OH* son bastantes reactivos con los aminoacidos como triptéfano, histidina, tirosina,
metionina y cisteina. Los mismos autores mencionan que los radicales OH* y H.0O;
reaccionan rapidamente también con la fenilalanina y la cisteina, respectivamente.
Ademds, los cambios oxidativos en proteinas tienen severas consecuencias en las
funciones metabdlicas. Entre estas consecuencias se incluye la perdida de sitio catalitico,
inhibicion de la actividad enzimatica, agregacion, protedlisis y alteraciones celulares (Gill
& Tuteja, 2010).

2.2.4 Modificacion de carbohidratos

ROS pueden causar alteraciones en las cadenas de polisacéaridos. Por su parte, Mittler
et al. (2004) mencionan que el H>O; puede llevar a la reaccion de polisacéridos, mientras
que los radicales O, HO, y *O; no reaccionan con los carbohidratos. Ademas, los mismos
autores indicaron que el radical *OH reacciona con carbohidratos, retirando un atomo de
hidrogeno antes enlazado a un carbono de la cadena del polisacérido, lo cual lleva a la
ruptura de los enlaces glicosidicos. Los carbohidratos hacen parte importante de la
estructura de la pared celular. El ataque de radicales ROS, principalmente *OH conduce a
la hidrdlisis enzimatica de polisacaridos (Mittler et al., 2004). Por tanto, la oxidacion de
carbohidratos de la membrana trae como resultado importantes funciones en el crecimiento

de las células, como también en el proceso de germinacién y maduracion de frutos.

2.3 Sistema enzimatico antioxidante

El desequilibrio entre las ROS y los compuestos antioxidantes puede alterarse por efecto
del estrés bidtico y abidtico. 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 oxigeno toxicos, células vegetales y sus organulos como cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas emplean sistemas de defensa antioxidante (Gill & Tuteja,
2010).
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Figura 2-2: Especies reactivas de oxigeno y maquinaria de defensa antioxidante. Fuente:
Gill y Tuteja (2010).

Estos pueden ser de dos tipos: enzimatico, que comprende enzimas como catalasa (CAT),
superoéxido dismutasas (SOD), peroxidasas ascorbato (APX), peroxidasa guaiacol (GPOX)
y GPX; y no enzimatico, representado por ascorbato (ASH), carotenoides, tocoferoles y
glutation reductasa (GR) (Passaia & Gaeta, 2013). Generalmente, las concentraciones de
estos compuestos aumentan en condiciones de estrés oxidativo, y en varios casos, este
fendmeno correlaciona positivamente con el incremento de la tolerancia al estrés bidtico o
abiético (Bela et al., 2015).

2.4 Glutation peroxidasa (GPX)

La familia GPX comprende varias isoenzimas que exhiben patrones de expresion
especificos en las células vegetales. Segun Margis, Dunand, Teixeira, & Margis-Pinheiro
(2008) las enzimas GPX reducen peroxidos de hidrogeno e hidroperéxidos organicos
usando glutation reducido (GSH) como un donador de electrones (H20, + 2GSH — GS-
SG + 2H.0). En animales, GPX son selenoproteinas que contienen selenocisteina en el

sitio catalitico, 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 triada catalitica que puede estar formada por

selenocisteina/cisteina, glutamina y triptéfano (Anjum et al., 2010).

Recientemente, se aislaron mas de 100 genes de GPXs de diversas plantas, e incluso
ocho fueron clonados en plantas de Arabidopsis (Gaber et al., 2012). Segun los anteriores
autores, los genes GPX responden al estrés abidtico, tratamientos hormonales, agentes
patdégenos, lesiones y a respuestas inmunolégicas. Su funciéon principal es codificar
enzimas GPX con el objetivo de reducir el exceso de peroxido de hidrogeno y peroxidos

lipidicos (Passaia & Margis-Pinheiro, 2015).

2.4.1 Sintesis de GPX

Segun Labunskyy, Hatfield, & Gladyshev (2014) la sintesis de selenocisteina (Sec) hasta
la formacion de GPX, basicamente incluye dos etapas: (1) formacion de Sec Aminoacil
tARN, (2) e incorporacion de Sec Aminoacil tARN a GPX (Figura 2-3). A continuacion, se

describen los dos procesos con mayor detalle.

ADN 1 i}
@ mARN
tARN ]

Selenita + Selenocisteina —— — @
Sec Aminoacil tARN

I <<

Sintesis de proteina

v

Glutationa peroxidasa
(Contiene Se)

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

La ruta metabdlica para la biosintesis de Sec es descrita detalladamente por Labunskyy et
al. (2013), quienes mencionan que Sec es el Unico aminoacido conocido en eucariotas
cuya biosintesis se produce en su propio &cido ribonucleico transportador (tARN), el cual,
se denomina tARNGeSec Después de ser sintetizado, tARNSeISec reacciona con la serina
aminoacilandose, proceso que es catalizado por la enzima seril- tARN sintetasa (SerRS),
para producir seril- tARN Se0Sec: Este (ltimo compuesto es la estructura principal para
producir Sec (Labunskyy et al., 2013). Entre tanto, tARN ¢)Sec es considerado como la
molécula clave y el componente central de la biosintesis de selenoproteinas. Los
resultados obtenidos por dichos autores revelan que tARN $e)5e¢ varia, en longitud, tan

solo entre 90 y 93 nucleétidos.

Después de la sintesis de la estructura tARN®®ISec es aminoacilida con serina (ser) y es el
siguiente paso en la biosintesis de Sec, en los organismos eucariotas (Figura 2-4Figura
2-5). La conversion del resto de serina en tARN (e95e¢ g selenocisteil- tARN (Sensec eg
catalizado por la enzima Sec sintasa (SecS), la cual, realiza la funcién de incorporar el
selenofosfato, la forma activa de Se, en la cadena principal de aminoacidos y forma Sec-

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

2.4.1 Incorporacién de Sec Aminoacil tARN a GPX

La incorporacioén co-traduccional de proteinas Sec es dictado por codones UGA presentes
en los MARN de selenoproteinas. Segun Labunskyy et al. (2014) cuando un ribosoma se
encuentra con el codon UGA, que normalmente indica terminacion de la traduccion, Sec
se introduce en selenoproteinas por un mecanismo complejo que requiere factores
especiales proteicos, como también requiere de la estructura Sec-tRNASeISec y elementos
de  secuencia de insercién (SECIS, por sus siglas en inglés

“selenocysteine insertion sequence”) (Figura 2-5).
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Figura 2-4: Mecanismo de biosintesis Sec y Cys en organismos eucariotas. Ruta para
biosintesis de Sec en eucariotas, en el que la enzima fosfoseril-tARN quinasa (PSTK)
proporciona el intermedio fosforilado pSer-tARNEeNSec y sirve como sustrato para la
formacion de Sec. Selenofosfato (H.SePOs3’) generado por la enzima SPS2 de selenita se
utiliza como un donante activo de Se para SecS (parte superior derecha). La sintesis de
Cys se realiz6 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 traduccion en la célula y determina la recodificacion
del codén UGA en el aminoacido 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 incorporacion de Sec en el
polipéptido que esté en crecimiento. Mientras que la proteina ribosomal L30 se ha predicho
gue constituyen una parte de la maquinaria basal de insercion Sec, nucleolina y elF4a3
(por sus siglas en inglés “eukaryotic initiation factor 4a3”) sirven como proteinas
reguladoras que modulan la sintesis y expresion de selenoproteinas (Labunskyy et al.,
2014).
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Figura 2-5: Mecanismo de insercion Sec en eucariotas. La figura muestra factores
conocidos que se requieren para la incorporacion en proteinas Sec en respuesta al codén
UGA. Ademas, se muestran los factores que pueden influir en la eficiencia de la insercion
Sec. Fuente: Labunskyy et al. (2014).

2.5 Ciclo catalitico GPX

El mecanismo catalitico de GPX se lleva a cabo en tres etapas: primero, el selenol (SeH)
en GPX en forma de un selenolato reacciona con peréxido de hidrégeno (H-O2) y da como
resultado acido selénico SeOH; en la segunda y tercera etapa, este compuesto se reduce
dos veces a su forma inicial SeH mediante la accion de 2 moléculas de glutation (GSH),

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

1. GPx-Se + H:0: - GPx-SeOH + OH"
2. GPx-SeO +H"+ GSH - GPx-Se-SG + H20
3. GPx-Se-SG + GSH - GPx-Se” + H* + GSSG

En la primera etapa la velocidad de reaccion es mayor que en las dos siguientes. Segun
Brigelius-Flohé et al. (2001), al principio del ciclo (k+1), la velocidad de la reaccién es mayor
a 107 M/s debido a que el H,O; actiia como sustrato; mientras que en las etapas 2y 3

(k'+2), las velocidades de reaccién 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 reaccién con el
hidroperéxido, debido a que GPX; se oxida en casi el 100%, si las concentraciones de

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

L
& "
ROM
GSH (GPx-SeOH>
GPx-Se-SG>

Figura 2-6: Esquema basico del ciclo catalitico evaluada de GPX; y es valido también para
GPX3y GPX4. k= respectiva constante de velocidad de la reaccion. Fuente: Brigelius-Flohé
y Maiorino (2013).

En condiciones in vivo las concentraciones de GSH son 1-10 mM y las concentraciones de
peroxido generalmente no alcanzan el rango micromolar, por tanto, esta enzima es casi
totalmente reduciday la velocidad es independiente de la concentracion 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 andlisis de
inmunolocalizacion de proteinas revela el compartimiento celular donde las proteinas se
expresan. GPX; fue la primera selenoproteina identificada en el afio 1957. Desde su
descubrimiento se consider6 que protege a las células del dafio oxidativo (Brigelius-Flohé
& Maiorino, 2013). Recientemente, Passaia & Gaeta (2013) revelaron que GPX; y GPXs
se localizan en las mitocondrias; GPXa, se ubica en los cloroplastos; GPX, y GPXs, se
encuentran en el citosol/reticulo endoplasmatico. Ademas, dichos autores mencionan que
todos los genes GPX se expresan frente a condiciones de estrés abiético, indicando que
su mayor nivel de expresion se presenta en etapas de desarrollo reproductivo R4, Rs, Rs y

en menor nivel en etapas V2 y Va.
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Con el propésito de revelar el papel de genes GPX en el crecimiento y desarrollo de plantas
de arroz, se desarrollaron mutantes con represiéon de genes GPX “Knock-down” (Passaia
et al., 2014). La caracterizacion genética de OsGPX; revela que este gen codifica una
proteina de 168 aminoacidos con peso molecular aproximado de 18.5 kDa (Kang, Jeong,
& Suh, 2004). Los resultados indican que mutantes deficientes en genes mitocondriales
GPX; y GPXs tuvieron brotes mas cortos, menor biomasa, mayor concentracion de
peréxido de hidrégeno, menor nimero de espigas y semillas, en comparacion con plantas
no transformadas (Kang et al., 2004; Passaia & Gaeta, 2013; Passaia et al., 2014). No
obstante, se desconoce si la alteracién de la GPX afecta los patrones de metilacion de
DNA.

2.7 Metilacion de DNA

La metilaciobn de DNA es un tipo de modificacion quimica en el DNA que controla la
expresion 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). EI mismo autor indica que la

metilacién de DNA participa en los siguientes procesos fisiolégicos:

¢ Regulacion de la expresion génica (activacion o silenciamiento)

e Manutencion de la identidad celular

e Regulacién de la mayoria de los genes “imprintados”

¢ Inactivacion de elementos de trasposicion

e Sefializacién de la memoria epigenética, durante la replicacion de DNA
¢ Silenciamiento de elementos repetitivos

e Estabilidad cromosémica

La metilacion de DNA ocurre por medio de la adicion, por ligacién covalente, de un grupo
metil (-CHs) en la posicién cinco del anillo pirimidico de una citosina, transforméandola en
5-metil-citosina (5mC). De manera que la modificacion es pos-sintética, a medida que los
nucleotidos 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 nucledtido” (Tost, 2010).
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En plantas, la metilacion del DNA ocurre cominmente 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 metilacion 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 mamiferos, la metilacién 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 metilacién de novo es catalizada
por dominios reordenado metiltransferasa 2 (DRM2) y que la metilacién de mantenimiento

estd mediada por tres vias diferentes:

e Metilacion CG regulada por metiltransferasa 1 DNA (MET1, también conocido
como DMT1), en mamiferos es estructuralmente homologa de DNMTL1.
e Metilacion CHG es mantenida por cromometilasa 3 (CMT3), enzima especifica de
plantas.
¢ Metilacion CHH asimétrica se mantiene a través persistente de metilacién de novo
por DRM2.
Las etapas de establecimiento y mantenimiento de metilacion de citosina estan bien
estudiadas en mamiferos. Sin embargo, en plantas la existencia de una via de
desmetilacion es motivo de controversia. Entre tanto, la remocion de los patrones de
metilacion de citosina puede ser alcanzada por demetilaciones activas o pasivas. En la
desmetilacion pasiva, las citosininas metiladas son substituidas por citosinas no metiladas
durante la replicacion de DNA. En el tipo activo, el radical metil es removido por la familia
de proteinas denominadas glycosylasas que pueden eliminar la metilacion de DNA y aliviar

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

En las células somaticas, la familia de glicosilasas son nombradas represor de
silenciamiento (ROS) junto con sus homdlogos “demeter-like” (DML), los cuales se
encargan de eliminar activamente la metilacion del DNA para evitar la hipermetilacion en
sus loci objetivos (X. Zhang & Jacobsen, 2006). Mientras que, en células reproductoras, la
desmetilacion del DNA también se lleva a cabo durante la gametogénesis masculina,

mediante la expresion de enzimas “disminucion de metilacion de DNA 1” (ddm1).
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Este es regulado en los nucleos vegetativos, en consecuencia, provoca la pérdida de

metilacién del DNA y la activacion de elementos de transposicién.

Por otro lado, en mamiferos investigaciones recientes indican procesos de desmetilacion
activa del DNA puede darse independiente de la replicacion, en distintas etapas de
desarrollo de los organismos. El proceso de desmetilacién activa del DNA implica una
cadena de reacciones de reparacion del DNA catalizadas por la familia de proteinas “ten-
eleven translocation” (proteinas 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 diferenciacion, junto con los niveles de expresién de las proteinas TET.

2.8 Patrones de metilacion de DNA

A lo largo de los afios se han desarrollado metodologias para caracterizar las marcas de
metilacién en el genoma. Entre las técnicas mas usadas para determinar patrones de
metilacién de DNA, se destacan la digestién de DNA con enzimas de restriccién sensibles
a la metilacion (Fulnec€ek & Kovarik, 2014). A continuacién, se describen las bases tedricas

gue respaldan estas metodologias.

2.9 Analisis de metilacion de DNA con enzimas de
restriccion

Endonucleasas de restriccion sensibles a la metilacién son herramientas de analisis de
metilacion de DNA. Segun Zilberman & Henikiff (2007) la mayoria de enzimas son inhibidas
por la metilacion ubicada en el sitio de reconocimiento, mientras que otras, mas
notablemente McrBC, son capaces de digerir especificamente DNA metilado (Figura

2-7). A continuacion, se describe la l6gica general de estas metodologias.

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

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

e entre una muestra tratada con enzima o céctel de enzimas, y un control no tratado,
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e entre una muestra tratada con dos enzimas isoesquizOmeras (con la misma
secuencia de reconocimiento) una sensible a la metilacion y otra insensible a
metilacién, por ejemplo, las enzimas Hpall y Mspl,

e entre dos muestras de ensayo, como dos tipos de tejidos 0 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 digestion de DNA
metilado es util en genomas fuertemente metilados. En el genoma humano, por ejemplo,
mas del 60% de los sitios CG son metilados (Goll & Bestor, 2005). Por tanto, la capacidad
de analizar DNA metilado mediante restriccion de enzimas sensibles es mayor en este tipo
de muestras porque se reduce significativamente la complejidad de la muestra. Una
limitacién importante es que todas las técnicas basadas en enzimas de restriccion se
limitan a los andlisis de metilacion dentro de los sitios de reconocimiento (Zilberman &
Henikiff, 2007). De tal forma, que los analisis de metilacion de DNA se pueden realizar

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

Las enzimas de restriccibn mas comunmente utilizadas son los isoesquizomeros Hpall
y Mspl, que poseen la misma secuencia de reconocimiento CCGG. Hpall normalmente
corta la cadena de DNA cuando se une a la secuencia CCGG, y no lo hace cuando la
segunda citosina estd metilada. Mientras que Mspl posee la misma secuencia de
reconocimiento (CCGG) y es blogueado Unicamente por metilacion del carbono
exterior (Fulnecek & Kovafik, 2014). De esta forma, estas enzimas pueden ser utilizadas

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

Otra enzima de restriccion que se emplea en estudios de metilacion de DNA es la enzima
McrBC. Dicha enzima es extraida de la especie E.coli y su funcién 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
separacion éptima es de 55-103 pb (Zilberman & Henikiff, 2007). Por tanto, esta enzima

es considerada ideal para eliminar DNA cuando esta 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 polimorficas (mismo tejidos, 6rganos etc.) (Zilberman & Henikiff, 2007).
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Figura 2-7: Estudios de metilacion de DNA con enzimas de restriccion sensibles a la

metilacion. (A) (m) region metilada del DNA gendmico digerido con Hpall (izquierda) o Mspl

(derecha). Los fragmentos mas pequefios se descartan (rojo X), para el enriquecimiento

de DNA metilado en la muestra tratada con Hpall, en relacién con el tratado con Mspl. (B)

ElI DNA gendmico se trata con McrBC, que corta DNA metilado (CH3). Los fragmentos mas

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

Zilberman & Henikiff (2007).

3.Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el laboratorio de Cytogendmica y Epigenética — CYNGELA,

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

Queiroz" Universidad de Sao 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 GPXs, 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 glutation
peroxidasa sobre caracteristicas morfofisiologicas en
plantas de arroz

3.1.1 Incubacién 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 realizé para romper la
tension superficial y facilitar el proceso de germinaciéon. Luego, se enjuagaron tres veces
con agua destilada para lavar los residuos del alcohol. En seguida, las semillas fueron
sumergidas en soluciéon compuesta por agua e hipoclorito de sodio comercial (2.5%), en
relacién 3:1, respectivamente. El Ultimo paso se realizd, en un beacker de 100 ml sobre
agitador magnético. Por ultimo, las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada

estéril y se llevaron a cAmara 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 germinacion. El pH se ajustd a nivel de 5.8, con solucién de
hipoclorito de sodio (0.1N) o acido clorhidrico (0.1N).

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

Medio de cultivo MS (mg/I)

NH4NOs 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
Micronutrientes

MnS04.4H,0 22.3
ZnSO4.7H20 8.6
H3BO; 6.2
Kl 0.83
Na:Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeEDTA

Na,EDTA.2H,0 37.3

FeS04.7H,0 27.8
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Vitaminas

Acido nicotinico 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 suministré antibiético higromicina para
seleccionar genotipos portadores del gen hph. Este revel6 también los genotipos que
fueron transformados para silenciamiento de genes GPXs. El antibi6tico se filtr6 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 aclimatacion

Las plantulas de arroz se trasplantaron cuando alcanzaron aproximadamente 6 cm de
altura. Al mismo tiempo, se descartaron las que presentaron bajo crecimiento y coloracién
amarilla, debido a que estas caracteristicas fueron asociadas a la seleccién por

higromicina, en las plantas de arroz no transformadas genéticamente.

Previamente al trasplante, se prepar6 sustrato con mezcla de suelo y arena en relacion
1:1. Esté se incorpord en potes de aproximadamente 500 g. Los potes se etiguetaron de
acuerdo con el nombre de los genotipos y se humedecié el suelo con 100 ml de agua

destilada.

Después, se extrajo delicadamente las plantas, que se seleccionaron por exhibir
condiciones éptimas de crecimiento y vigor, para lavar sus raices con agua corriente. En
seguida, se realiz6 el trasplante y se suministré a cada planta, aproximadamente 20 ml de

solucion compuesta por la mitad de la concentracién de medio de cultivo MS.

Luego, se colocaron bolsas plasticas sobre los potes con el objetivo de proporcionar el
ambiente con alta humedad relativa, y de esta forma, se facilité el proceso de aclimatacion

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

El trasplante se realiz6 cuando las plantas presentaron excelentes condiciones de
crecimiento y vigor. Para llevar a cabo el trasplante, previamente se preparé sustrato con
mezcla de Suelo: Arena: Vermiculita: Humus en proporcion 1:1:1:1. Luego, se tomo
aproximadamente 1 kg del sustrato y se llevé a materas. Estas se marcaron previamente

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

El trasplante se realiz6 en horas de la mafiana. De tal manera que, los genotipos se
guedaron en el cuarto de aclimatacion durante cuatro dias, 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. Asi como
también, se suministr6 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 Caracterizacion morfofisiologica de lineas de arroz
transgenico para silenciamiento de genes GPX
La caracterizacion morfofisioldgica de las plantas de arroz GPXs se realizé 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
namero de repeticion, tratamiento, parte de la planta y fecha. Posteriormente, estas
muestras se llevaron al horno a 60 °C durante 24 horas. Las evaluaciones se realizaron en
plantas individuales y se consideraron las siguientes variables:
e Dias afloracién: Se contaron el nUmero de dias desde el periodo de siembra en los
vasos hasta el periodo de floracion.
e Macollamiento: Los valores se obtuvieron contando el numero de macollos por
planta, en época de floracion.
e Biomasa foliar;: Los valores se registraron cuantificando la biomasa seca del total
de hojas de cada genotipo, en época de cosecha.
o 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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o Biomasa de raiz: Para esta variable, primero se extrajo el mayor nimero de raices
del vaso donde estaba ubicado cada genotipo. Luego, las raices se lavaron
cuidadosamente y se colocaron en bolsas de papel kraft para cuantificar la biomasa
total de raices, en época de cosecha.

e 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 registr6 en época de cosecha.

e Biomasa total: Finalmente, se realiz6 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 determiné el contenido de clorofila
SPAD, con el Medidor de clorofila portatil SPAD-502-PLUS. marca Kénica Minolta.

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

A fin de evaluar el sistema enzimatico antioxidante, se cuantifico la actividad de las
enzimas antioxidantes GPX, GR, APX, CAT, SOD. Para este analisis se tomaron muestras
de hojas del tercio medio, de cada genotipo. Estas muestras se tomaron en época de
floracion y se almacenaron en nitrégeno liquido. Inicialmente se determiné el contenido de

proteina para obtener las alicuotas que se utilizaron en el analisis enzimatico.

3.2.1 Determinacion de contenido de proteina

La concentracion de proteina se realizé utilizando el kit de la empresa Bio-Rad, siguiendo
el método Bradford (1976) y suero albumina bovina (BSA) como muestra control. Los
valores se determinaron utilizando una curva de calibracion mediante concentraciones

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

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

de agua desionizada variando la concentracion de BSA. Las lecturas se realizaron en
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espectrofotbmetro a 280 nm. Las diferentes concentraciones de solucién de BSA son

descritas en la Tabla 3-2.

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

Concentracion BSA Agua desionizada
0,1 mg/ml 100 plde BSA + 900 plde agua desionizada
0,2 mg/ml 200 pldeBSA + 800 plde agua desionizada
0,3 mg/ml 300 plde BSA + 700 plde agua desionizada
0,4 mg/ml 400 plde BSA + 600 plde agua desionizada
0,5 mg/ml 500 ulde BSA + 500 plde agua desionizada
0,6 mg/ml 600 pl de BSA + 400 ul de agua desionizada
0,7 mg/ml 700 ulde BSA + 300 plde agua desionizada
0,8 mg/ml 800 ulde BSA + 200 ulde agua desionizada
0,9 mg/ml 900 ulde BSA + 100 pl de agua desionizada

1 mg/ml 1000 plde BSA + 0 ulde agua desionizada

Después de preparar las concentraciones anteriores, se pipete6 20 pl de cada solucién y
se colocé en una cubeta agregandole 1 ml de la soluciéon 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 Cuantificacién de la actividad de glutation peroxidasa

La actividad de glutation peroxidasa se evalué usando peroxido de hidrogeno (H.02) como
substrato. El ensayo incluye glutation disulfato (GSSG), glutation reductasa (GR) y
NADPH. Para registrar los valores de esta enzima, se monitore6 la pérdida de NADPH
necesarios para la reduccion de H2O: por actividad enzimatica de GPX. Los analisis se
realizaron con 340 nm de absorbancia. Los resultados se expresaron en 1 U (unidad
necesaria para oxidar 1 umol NADPH mint). Para analizar 70 muestras se debe preparar
los siguientes reactivos:

e Tampo6n = (1.07g K2HPO4 + 0.524 g K2H2PO4 + 0.08767 g EDTA (3 mM))/100 ml

e NADH (1.5 mM) = 0.00875 g en 7 ml tampdn

¢ GSH (10 mM) = 0.03075 g en 10 ml de tampdn

e Acida sédica (1mM) =0.006501 g en 100 ml de tampon
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e HyO, =15 pl en 100 ml de agua
Después, se realizé una mezcla para 70 muestras y se dejé en bafio maria durante 5
minutos a 37 °C. En seguida, se agreg6 a la cubeta 775 pl de MIX + 25 de muestra + 100
pl de NADPH + 100 ul de H2O.. Las lecturas se realizaron a 340 nm de absorbancia durante
un minuto.
Los célculos de la actividad de GPX se realizaron considerando el que esta enzima tiene
un coeficiente de extincion de 6,22 mM cm™.

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

e X/1000 = Z (resultado en mmol/ml)

e Z/(proteina- bradford/vol.ul) =Y (resultado en mmol/mg de proteina)

e Yx1000000 = nmol/min/mg proteina

3.2.3 Cuantificacion de la actividad de glutation reductasa

La actividad de GR se cuantificé siguiendo el protocolo de Gomes-Junior et al. (2006) con
algunas maodificaciones. Inicialmente, se tomé 1 ml de los reactivos DTNB, GSSG vy
NADPH se colocaron en una microcubeta. La reaccidn inicié con 50 ul de extracto proteico.
La actividad de GR se estimo por la reduccion de la GSSG para formar glutatién reducido

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

Inicialmente se prepararon los siguientes reactivos colocandolos en hielo y manteniéndolos

en una caja, en la oscuridad:

Tampon fosfato de potasio 100 mM (pH 7,5) — tampo6n A
DTNB (2-acido nitrobenzdico) 1 mM disolvido en tampon A
GSSG (glutation oxidado) 1 mM disolvido en tampén A
NADPH a 0,1 mM disolvido en tampon A

Posteriormente, se prepararon las microcubetas con los reactivos, de 2 en 2, trocandolas
en cada ensayo, y manteniéndolas en bafio maria 30 °C, en la oscuridad. Las microcubetas
utilizadas para el andlisis de esta enzima fueron de plastico.

e Tampdn B: 500 pl de solucién de DTNB en 1 ml de tampdn A
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e Microcubetas control:
Tampon B + 100 pl de solucién NADPH + 100 pl de solucién GSSG + 50 ul de
tampén A.
e Microcubeta del extracto:
Tampon B + 100 pl de solucién NADPH + 100 pl de solucién GSSG + 50 ul de
extracto vegetal.
Célculo de la actividad de GR:
Los valores de actividad enzimética fueron expresados en pmol/minuto/mg de proteina y
se obtuvieron desarrollando la siguiente ecuacion:
Y = A+ BX,
Donde:
Y = Absorbancia (ABS)
- Y=0,0134 +1,938X
- X=(ABS+0,0134)/1,938=2
- ZI/(Proteina — Bradford / volumen del extracto en pl) = pmol/minuto/mg

proteina.

3.2.4 Cuantificaciéon de la actividad de ascorbato peroxidasa

La actividad de APX se determin6 con base en la metodologia descrita por Moldes, Medici,
Abrah&o, Tsai, & Azevedo (2008). Las lecturas se realizaron monitoreando los valores de
absorbancia a 290 nm en espectrofotdbmetro. Para la reaccién, se utilizaron cubetas de
cuarzo y los valores se registraron a una temperatura de 30 °C. La reaccion se monitored

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

La reaccién comenzé con la adicion de 50 ul de muestra en la solucion de la cubeta
conteniendo 650 pl de solucién tampdn fosfato de potasio, mas 100 pl de ascorbato, EDTA
y H20O,. Para la solucién control, se realizé la substitucién entre la muestra y el tampén
fosfato de potasio. La lectura se realizé en el espectrofotometro durante 1 minuto a 290

nm.
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Preparacion de reactivos:
e Tampodn fosfato de potasio 80 mM, pH 7,0
e Ascorbato 5 mM
e EDTA1mM
e H>0; 1 mM: 28 pl H.O, 30%/ 250 ml de agua 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 colocd en bafio maria a 30 °C y en la oscuridad. La cantidad de muestra en cada
reaccion fue de 50 pl (variando de acuerdo con el contenido de proteina) y el volumen total
de la solucion fue de 1 ml.

Los calculos de la actividad de GR se realizaron considerando el que esta enzima tiene un
coeficiente de extincion de 2,8 mM cm.

e ABS/2,8 = X (resultado en mmol/L)

e X/1000 = Z (resultado en mmol/ml)

e Z/(proteina- bradford/vol.ul) =Y (resultado en mmol/mg de proteina)

e Yx1000000 = nmol/min/mg proteina

3.2.5 Cuantificacion de la actividad de catalasa

La actividad de CAT se cuantific6 en un espectofotbmetro con base en la metodologia
descrita por Azevedo, Alas, Smith, & Lea (1998). El ensayo se realizé a 25 °C en una
solucion que contuvo 10 ml de tampon de fosfato de potasio 100 mM (pH 7,5) adicionando
25 ul de H;0s.

La reaccion inicia con la adicion de 25 pl de extracto proteico y la actividad se determiné
monitoreando la degradacion H,O, a 240 nm (pico de absorcion del H,O,) durante el
periodo de 1 minuto con intervalos de 1 segundo. La actividad de catalasa es calculada
utilizando el coeficiente de extincion molar 39,4 M* cm y la cantidad de proteina de cada
muestra obtenida. La determinacion de la actividad enzimética se realiz6 de acuerdo con

la siguiente férmula:
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Los calculos de la actividad de CAT se realizaron considerando el que esta enzima tiene

un coeficiente de extincion de 2,8 mM cm™.

1-ABS/39, 4 =X (en M)
2- X/1000 = Z [concentracion (mol) en 1 ml]
3- Z/(proteina_bradford) = Y [concentracion (mol) por mg proteina]

4- Yx108 = ymol min't mg™ proteina

Los resultados se expresaron en pmol min* mg prot *
Tampon A:
10 ml de tampon fosfato de potasio 100 mM (pH 7,5) + 25 ul de H20- (30%)
Ensayo:
Para cada muestra se colocé 1000 ul de tampdn A + 25 pl de extracto vegetal (esta
cantidad podia variar de acuerdo con el contenido de proteina). Para la muestra
control, se realizé con 1000 de tamp6n A + 25 p tampon fosfato de potasio 100 mM
(pH 7,5). Para registrar las lecturas en espectrofotometro se usaron las cubetas de

cuarzo. Toda la reaccion se realizé en oscuro envolviendo beakers, tubos etc.

3.2.6 Cuantificacidon de la actividad de superéxido dismutasa

La cuantificacién de SOD se realiz6 con base en la metodologia descrita por Azevedo et al.

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

e Solucion tampdn fosfato de sodio (50 mM) pH 7,8 (Na2HPO4=1,954g/100 ml e
Na2HPO4=0,07175g/100 ml),

e Solucion estoque 10 mM de EDTA (EDTA 10 mM=0,37224 g en 100 ml),

¢ Riboflavina (0,0188 g/500 ml) este reactivo se conservé en oscuridad,

e NBT (0,0818 g/100 ml de tampdn fosfato pH 7,8), este reactivo se conservo en la
oscuridad.

o Metionina (0,3732 g/ 50 ml)
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Cada reaccion se realizd en tubos de vidrio y se utilizé los siguientes reactivos:

e Tampodn fosfato de sodio = 1785 uL;

e EDTA=30uL;

e Metionina = 780 uL;

e NBT =225ulL;

e Riboflavina = 150 uL;

e Muestra = 50 uL,
Volumen total de la reaccién = 3 mL
Inicialmente, se realiz6 una mezcla con tampoén fosfato + EDTA + Metionina (los calculos
se realizaron de acuerdo con el contenido de proteina en la muestra y se realizaron como
minimo tres réplicas por cada ensayo).
Cuando la reaccion ocurre la solucién se torna de color claro. Primero, se coloca el blanco
en el espectrofotometro y las lecturas se realizaron a 560 nm de longitud de onda. El
volumen total de la solucién fue de 3 ml y tiempo de lectura fue de 5 minutos en exposicién
a la luz. Los calculos se realizaron con base en que 1 unidad de SOD=concentracion de

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

Donde:
e [SOD] = (ABS formazana/ ABS muestra) —1

K’ es la funcién del NBT y su afinidade com la molécula superéxido (O2-)
K’ en plantas = 0,049

K’ en animales = 0,020

3.3 Influencia del silenciamiento de genes glutation
peroxidasa sobre patrones de metilacion de DNA en
plantas de arroz

3.3.1 Extraccion de DNA

Inicialmente, se preparo la solucion de buffer CTAB + 10 pl de B-mercaptoetanol (1%) en
eppendorf los cuales se colocaron en bafio maria a 65 °C. Posteriormente, se enfriaron los

morteros con nitrdgeno liquido para macerar 500-600 mg de tejido foliar de cada genotipo.
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En seguida, se transfirié el macerado a los tubos que contienen la solucién tampdén durante
20 a 30 min, en bafio maria. Después, se retird el material del bafio maria y se agregé 700
pl de solucién cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, 627 pl de cloroformo y 28 ul de alcohol

isoamilico) homogenizando lentamente durante cinco min.

Posteriormente, se centrifug6 durante 15 minutos a 13.000 revoluciones por minuto (rpm).
Se resuspendio el sobrenadante (700-800 pl) y se colocé en tubos eppendorfs nuevos de
1,5 ml. En seguida, se adicioné 10 ul de RNAsa (1 mg/ml) por cada ml de solucién que
sera tratada homogenizando lentamente. Después, se incub6 por 60 min a 37 °C (bafo
Maria) durante 2 horas. Pasado ese periodo de tiempo se adiciond 500 pl de isopropanol,
mezclando por inversion y se dejé nuevamente por un periodo de 20 a 30 min en la nevera

para favorecer la precipitacion.

En seguida, se centrifugé durante 15 min a 10.000 rpm y se descart6 el isopropanol
dejando el tubo para abajo sobre papel absorbente. Luego, se colocé 1000 ml de “Wash
solution” y se dejé durante 20 y 30 min. Terminado el periodo de tiempo se centrifugd
durante 10 min a 10 000 rpm. De igual manera, se retird el sobrenadante y se secé los
tubos con papel absorbente. Finalmente, se adicion6 200 ul de TE, y se dejé durante toda

la noche.

Posteriormente, se adicion6 100 pl de NH; —acetato (7,5 M) + 750 ul de alcohol absoluto.
En seguida, se colocé en el congelador durante 15 min, pasado ese lapso se centrifug6 a
10.000 rpm durante 15 min. Luego, se descartd el sobrenadante y se adiciond 500 pl de
alcohol 70%. Nuevamente, se centrifug6 a 10.000 rpm, el alcohol dejé los tubos secando
durante 30 min. Después, se resuspendié con TE (100 pl) y se cuantificé en gel de agarosa
1%, durante 2 horas con un marcador de peso molecular. Por ultimo, se etiquetd

debidamente el genotipo, concentracién de DNA y fecha de la extraccién.

3.3.2 Digestién de DNA con enzimas Mspl y Hpall

La digestion de DNA con enzimas isoesquizOmeros se realizO de acuerdo con la
metodologia descrita por Fulnecek & Kovafik (2014). Se tom6 una alicuota de 1 ug 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 ug de DNA) por las enzimas de restriccion Mspl y Hpall (New England
Biolabs, Beverly, MA). La digestion enzimatica se realiz6 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 digestion de las enzimas

isoesquizdOmeros se cuantificaron en gel de agarosa 1%.

3.3.3 Digestion de DNA con enzima McrBC

La digestion de DNA se realiz6 con la enzima McrBC de acuerdo con la metodologia
descrita por How-Kit, Teyssier, Deleuze, & Gallusci (2017). De tal forma que, se tomé una
alicuota de 1 ug de DNA proveniente de cada uno de los genotipos en tubos eppendorf.
Estos se etiquetaran debidamente con el nombre de cada linea.

Posteriormente, las muestras fueron digeridas individualmente en 1 U (Unidad de enzima
requerida para digerir 1 ug de DNA) por la enzima de restriccion McrBC (New England
Biolabs, Beverly, MA). Ademéas de la enzima, se coloc6 una mezcla de las soluciones
tampon en las siguientes proporciones (0.5 pl de enzima McrBC, 4 ul de Buffer2, 4 ul de
BSA, 0.5 ul de GTP). De esta forma, la digestion enzimatica se realizé a 37 °C durante 16
horas. Luego, digestion de la enzima se inactivd 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 digestion del DNA metilado se cuantificd

corriendo las suspensiones en gel de agarosa 1%.

3.4 Analisis de resultados

Los resultados fueron fotografiados en microscopio de fluorescencia Axiophot (Zeiss). Las
imagenes fueron analizadas por el software “Imaged” para determinar el area de los
nacleos, la proporcién de regiones metiladas de los mismos y la intensidad de la

fluorescencia emitida por los anticuerpos.
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Los valores de las variables de respuesta se sometieron al analisis de varianza ANDEVA.
Ademas, se realiz6 la prueba de Tukey para los tratamientos que presentaron diferencias
estadisticas en el ANDEVA. Sumado a lo anterior, se realizaron correlaciones entre las
variables estudiadas para observar la influencia e interaccion entre las variables de
respuesta. Todos los andlisis estadisticos entre las variables se realizaron en el paquete

estadistico SAS 9.4 software.

4.Resultados y discusion

4.1 Influencia del silenciamiento de genes glutation
peroxidasa sobre las caracteristicas morfofisiologicas
en plantas de arroz

4.1.1 Crecimiento en medios de cultivo

Lineas con represion de genes GPX presentaron bajo porcentaje de germinacion
comparado con los valores de las plantas no transformadas (Tabla 4-1). Las semillas de
plantas control nipponbare (WT) al igual que las lineas GPX; Lss y GPX1 Lso germinaron
completamente. Mientras que los genotipos GPX; Ls y GPX3 Lag Se caracterizaron por

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

La toxicidad por higromicina se caracterizd por generar clorosis que inici6 desde la parte
inferior de las plantulas y terminé en la punta de las hojas, lo cual provoco el retraso severo
en crecimiento (Figura 4-2). Finalmente, las plantulas seleccionadas por el antibiético
perdieron por completo su coloracion. Dichos sintomas son compatibles con las patologias
descritas por Borovinskaya, Shoji, Fredrick, & Cate (2008) quienes afirman que el
antibidtico inhibe la sintesis de proteinas, por alteraciones en el funcionamiento de los

ribosomas.
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Tabla 4-1: Porcentaje de germinacion y contaminacion de plantulas de arroz transgénico
para silenciamiento de genes GPX, en medios de cultivo MS

) Semillas Semillas sin Semillas L o
Genotipo ] ) ) % Germinacion % Contaminacion
germinadas germinar  contaminadas
GPXs L7 9 3 0 75.00 0.00
GPX3 Ls 10 2 1 83.33 8.33
GPXs Le 11 1 0 91.67 0.00
GPX1 L2g 8 4 0 66.67 0.00
GPX1 Lao 13 0 0 100.00 0.00
GPX1 Lss 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 GPXs-Ls, se
contaminaron con hongos posiblemente provenientes de las semillas. El control presentd
coloracién verde alrededor de la plantula, mientras que el genotipo GPX3-Ls presenté una

coloracién crema (Figura 4-1).

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

NT. (B) planta transgénica GPXs-Ls.

Figura 4-2: Efecto de higromicina sobre plantulas de arroz no transgeénicas. (A) plantula
vigorosa portadora del gen hph. (B) plantula con sintomas caracteristicos del efecto de la

higromicina.
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4.1.2 Etapa de trasplante

Las tres lineas con genes GPXj; silenciados presentaron el menor vigor, tanto en las etapas
de germinacién, como en los primeros dias después del trasplante (Figura 4-3). Esta etapa
fue tan severa para el desarrollo de las plantulas que solamente la linea L7 sobrevivi6 a la
deficiencia de la enzima mitocondrial GPXs en la etapa del trasplante. Sin embargo, a pesar
de la disminucién en crecimiento en las primeras fases de desarrollo de los mutantes GP X3
(Ls y Ls), en época de cosecha estas plantas tuvieron una produccion de biomasa foliar y

semilla a similar a los valores registrados por las plantas control NT.
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Figura 4-3: Comparacion entre plantulas transgénicas para el silenciamiento de genes
glutation peroxidasa, isoformas GPX; (L6, L7 y L8), isoformas GPX3(L29, 36 y 40) y plantas
no transformadas, wild type (WT).

Por su parte, las lineas GPX; presentaron mayor vigor aéreo y radicular (en términos de
altura y longitud de raices), en la etapa del trasplante comparado con el desarrollo de
plantas GPXs. 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 andlisis de varianza indica que existen diferencias significativas (p<0.05) entre los
genotipos evaluados para todas las variables morfofisiologicas, excepto para
macollamiento y biomasa de tallo (Tabla 4-2). Estas dos Ultimas caracteristicas no fueron
afectadas significativamente por la deficiencia de genes mitocondriales (isoformas GPX; y
GPXs). De tal forma que, los seis genotipos evaluados obtuvieron en promedio 17,22 tallos

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

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

arroz evaluados (tres lineas GPX;s, dos lineas GPXss y plantas control NT).

Cuadrados Medios

Grados
Fuente de de Periodo d B B Bi B B
variacion .. eriodo de . iomasa Biomasa iomasa iomasa Biomasa

libertad ~fioracion  Macollamiento hojas tallo raiz semilla total
Modelo 7 704.11 41.89 267.77 23.54 1559.65 180.58 379.89
Genotipos 5 486.9* 53.82"s  210.49** 32.77" 1791.27*  203.73**  377.56*
Bloque 2  1247.16* 12.06"  410.98** 0.45"s 980.59* 122.72**  385.70*
Error 10 94.17 27.39 33.85 10.55 220.93 1311 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; "™ 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). Lineas L2g y L3s (GPX1) fueron
las plantas mas afectadas por la deficiencia de la enzima antioxidante, la cual, provoco la
caida de produccion de materia seca del 62,14% en promedio. Mientras que el
silenciamiento de genes GPX;(Ls y Lg) causo una disminucién de la biomasa menos severa
con valores promedio del 29,2% en comparacion con plantas NT. Por su parte, la linea
GPX;-Lao present6 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 raiz
comparado las plantas NT (Tabla 4-3). La raiz se caracterizd por ser el 6rgano mas
afectado por la deficiencia enzimética GPX. El silenciamiento de genes GPX redujo hasta
en un 82,3% la biomasa de raiz en las lineas L2y ¥ L3s (GPX1). Mientras que lineas GPX;-
Ls, GPX1-Lg y GPX3-L4o disminuyeron la produccion de raices en 52,6% en relacién a los

valores registrados en las plantas NT.
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Figura 4-4: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre la produccién de biomasa
seca total. Los resultados de cada tratamiento se compararon por el test de Tukey. Letras
diferentes representan diferencias significativas en cada parametro 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 lineas Gpxi: Lz y Lss (Tabla 4-3). Estas plantas presentaron una
disminucion en 38,5% para la produccion de hojas en comparacion con las plantas NT y
GPXs-Ls y GPXi-L4o, que obtuvieron en promedio 43,5 g. Por su parte, la deficiencia de la
enzima GPX3 caus6 una reduccién de hojas menos severa en la linea Ls, que produjo un

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

El silenciamiento de genes GPX afecto significativamente (p<0.05) la produccion de semilla
en todos los materiales transformados, excepto en la linea Ls (GPX3). El silenciamiento de
la isoforma GPX; causé la reduccion méas severa en la produccién de biomasa de semillas

(lineas Lag, L3s Yy Lao) con una pérdida promedio de 52,4%. Los efectos de la ausencia de
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la enzima antioxidante GPX; sobre la produccién de semilla en plantas de la linea Ls fueron

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

Tabla 4-3: Comparacién de promedios las variables morfofisioldgicas entre cinco lineas de
arroz transgénico para el silenciamiento de genes GPX mitocondriales (tres GPX; y dos

GPX3) y plantas no transformadas (NT).

Variables NT GPXs GPXa
morfofisiologicas Lo L Lo La Lao
Biomasa de raiz 772 a 498 b 32,7 bc 10,7 c 16,6 ¢ 27,3 bc
Biomasa foliar 440 a 34,4 ab 43,0 a 249 b 286 b 43,6 a
Biomasa de semilla 409 a 28,8 bc 34,3 ab 16,8 d 20,2 cd 16,9 d
Dias a floracion 90,3 ¢ 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 lineas de acuerdo al test de Tukey.

4.1.4 Dias afloracion

El silenciamiento de genes GPX prolong6 (p<0.05) el periodo de floracién en dos lineas
GPX (Tabla 4-3). De tal manera que, plantas de lineas Ls y Lz (GPXs y GPXy,
respectivamente) florecieron 120 dias (d) después del trasplante, mientras que las plantas
NT tardaron alrededor de 90 d. Por tanto, el estrés oxidativo provocd un retraso en el
periodo de floracion las dos lineas transgénicas en 30 dias comparado con el genotipo NT.
Entre tanto, lineas Ls (GPX3), Lss y Lao (GPX1) también mostraron una tendencia a extender
el tiempo necesario para iniciar la etapa de floracion. Estas lineas 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 replicacion celular. Esto puede ser
causado por lesiones en el DNA que ocurren por la deficiencia de la enzima antioxidante.
Ademas, la actividad del promotor de genes GPX3; y GPX; demuestra que esta enzima
juega un papel importante en tejidos con intensa division y diferenciacion celular (Herbette
et al., 2004; Passaia & Gaeta, 2013).
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Segun Reichheld, Vernoux, Lardon, Montagu, & Inzé (1999) el estrés oxidativo reduce la
actividad meristematica apical y radicular en plantas de tabaco. La disminucién en la tasa
de crecimiento ocurre debido a que el ciclo celular se detiene transitoriamente para dar
lugar a los procesos de reparacién de DNA, antes de continuar con la siguiente division
celular. Los mismos autores indican que el periodo de tiempo de replicacion de DNA se

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

4.2 Influencia del silenciamiento de genes glutation
peroxidasa a sobre Ila actividad de enzimas
antioxidantes en plantas de arroz

El silenciamiento de genes GPX alterd 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 observo cierta reduccion en los valores de la
actividad enzimética 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 umol de H,O min* mg™* proteina.

Tabla 4-4: Cuadrado medio para los valores de actividad de cinco enzimas antioxidantes
en seis genotipos de arroz evaluados (tres lineas GPX;s, dos lineas GPXss y plantas
control NT).

Fuente de Grados de Cuadrados Medios

variacion libertad CAT GR APX SOD GPX
Modelo 7 19,375.78 0.16 1,458.20 73.16 5,534.76
Genotipo 5 23557.26"™  0.15" 1871.80"s 73.37"s 5069.09"
Bloque 2 8922.07"  0.17" 424.19"s 72.64n0s 6698.92"
Error 10 9,948.02 0.03 889.27 52.22 1,286.76
Ccv 30.17 15.23 46.16 52.67 20.53

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

Como fue previsto, el silenciamiento de genes GPX causo la disminucion significativa de
la actividad enzimatica de GPX en las plantas transformadas (Tabla 4-5). Dos lineas Lss y

Lo fueron las més afectadas por la ausencia de la proteina mitocondrial GPX1, con una
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reduccion de la actividad enzimatica de 41,5%. Mientras tanto, la actividad de GPX en las
tres lineas trasformadas Ls, Ls (GPX1) y L2 (GPX3) se redujo en menor grado con un

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

Por otra parte, la deficiencia proteinas GPX redujo significativamente (p<0.05) la actividad
de enzimas GR en plantas trasformadas (Tabla 4-5). Tres lineas Ls (GPX3), Lss ¥ Lo (GPX1)
presentaron los valores mas bajos de actividad GR con promedio de 0,97 ymol de H,O
mint mg? proteina, que equivale a una reduccién 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 lineas Le (GPX3) y L2g (GPX31). Estos genotipos
mostraron valores intermedios de GR con promedio 1,15 pmol de H,O min* mg? proteina

gue equivale a la reduccioén del 23,3% en la actividad enzimatica 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 lineas GPX;s, dos lineas GPXss y plantas
control NT).

GPX3s GPX1s
Enzima NT
antioxidante L6 L8 L29 L36 L40
GPX 2541 a 152,4 ab 160,5 ab 184,1 ab 149,2 b 148,1 b
GR 15 a 1,1 ab 09 b 1,2 ab 10 b 10 b
APX 102,1 a 425 a 54,8 a 60,4 a 875 a 40,3 a
CAT 4779 a 400,1 a 278,0 a 266,4 a 3014 a 2599 a
SOD 17,9 a 219 a 10,0 a 11,6 a 10,6 a 10,5 a

Los valores provienen de tres réplicas, cada una con minimo cuatro unidades
experimentales. Los resultados de cada tratamiento se compararon por el test de Duncan.
Letras diferentes representan diferencias significativas en cada pardmetro a un nivel de
confianza de 0.05. GPX, glutation peroxidasa; GR, glutation reductasa; APX, ascorbato

peroxidasa; CAT, catalasa; SOD, superoxido dismutasa.
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Los valores de correlacion revelaron que la enzima GPX tiene una influencia positiva sobre
la actividad del sistema enzimatico antioxidante (Figura 4-5). La deficiencia de genes GPX

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

Por el contrario, el silenciamiento de genes GPX presentd una influencia significativamente
(p<0.05) en la actividad de enzimas GR y CAT. De tal forma que, estas enzimas
presentaron alta correlacién (r=0.88 y 0.52) entre la actividad enzimatica GPX-GR y GPX-
CAT, respectivamente. A su vez, los valores de CAT mostraron una relacion significativa
(p<0.05) con la actividad de APX (r=0,49). Mientras que la actividad de SOD no presentd

relacién con la actividad de ninguna enzima antioxidante.
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Figura 4-5: Matriz de correlaciones entre cinco enzimas antioxidantes: catalasa (CAT),
glutation reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX), superoxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GPX). Los valores provienen de tres lineas GPX:s, dos lineas GPXss

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 hipétesis propuesta por Passaia & Margis-Pinheiro
(2015) quienes aseguran que enzimas GPX actlan 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 reduccion parcial del sistema antioxidante.

| H202

GPX |°®
reducido -8

I

. H20

GPX . i
oxidado g

Modificacion de
proteinas reguladoras

Factor de
transcripcion?

Actividad
enzimas antioxidantes
GR, CAT, APX
Figura 4-6: Sistema de regulacion redox en plantas de arroz. GPX actia como sensor
redox a través de la formacién de grupos tiol (enlaces disulfito) modulados a través de la
oxidacion de H,O,. Correlaciones de Pearson indican que el silenciamiento de genes GPXs
inhibe la actividad enzimatica de enzimas GPX, CAT, GR y GPX. Modificado de Modificado

de: Passaia & Margis-Pinheiro (2015).

A literatura afirma que GPX desempefa un papel fundamental en la activacion de la
magquinaria antioxidante. En levadura, por ejemplo, Delaunay, Delphine, Barrault, Vinh, &
Toledano (2002) afirman que la oxidacion de GPXs; actia como sensor de sefales
generados por H20;. En este proceso la enzima GPX3 se oxida y forma grupos tiol (enlace
cisteina-cisteina), convirtiéndose en una proteina reguladora capaz de activar el factor de

transcripcion YAP1, que finalmente promueve la sintesis de enzimas antioxidantes.



Efecto del silenciamiento de genes glutation peroxidasa sobre la actividad enzimas 53
antioxidantes y patrones de metilacién de ADN en arroz (Oryza sativa)

A su vez, Calvo, Garcia, Ayté, & Hidalgo (2012) revelaron que la peroxiredoxina TPX1
(perteneciente al grupo de enzimas GPX) interactia con H.O,, actla el factor de
transcripcién Papl. Consecuentemente, Papl induce la sintesis de enzimas antioxidantes
necesarios para la adaptacion al estrés oxidativo. Ademas, los autores indican que Papl
puede aumentar la afinidad para promotores antioxidantes asociados con la sintesis de

enzimas como catalasa, entre otras.

En vista de que las lineas de cada isoforma GPX1 (Lzo, L3s Y Lao) Y GPX3 (Ls, L7 ¥ Lg) no
presentaron diferencias significativas entre ellas, se tomaron plantas aleatoriamente para
realizar el andlisis gendmico. Por consiguiente, después de la caracterizacion
morfofisiol6gica y bioquimica, se tomaron plantas al azar de cada isoforma GPXis 'y GPXss
para evaluar el contenido de metilacién de DNA global y sitio especifica. Posteriormente,
con el propdsito de establecer la relacion entre el sistema de metilacibn de DNA vy el
sistema antioxidante, se realiz6 una caracterizacién de la 5-metilcitosina en el genoma de

las plantas trasformadas.

4.3 Influencia del silenciamiento de genes glutation peroxidasa

sobre la desmetilacion del genoma en arroz

El silenciamiento de genes GPX afectd significativamente (p<0.05) el contenido de
metilacion de DNA global en plantas GPXs (Tabla 4-6). Los valores de digestién de DNA
metilado con enzima McrBC indicaron que la deficiencia de GPX causdé cambios
significativos (p<0.05) en algunas regiones del genoma de plantas transformadas. Mientras
que, el andlisis enzimético 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 0 GPX3 provoca la desmetilacion global
de DNA foliar de plantas transformadas. De tal forma que, la ausencia de enzimas GPXs

redujo el porcentaje de metilacion del genoma a 3,91%. Este valor equivale a una pérdida



54 Efecto del silenciamiento de genes glutation peroxidasa sobre la actividad enzimas antioxidantes y
patrones de metilacion de ADN en arroz (Oryza sativa)

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 metilacion de DNA global y
sitio especifica, en seis genotipos de arroz evaluados (tres lineas GPX;s, dos lineas GPXss
y plantas control NT).

Cuadrados Medios

Fuente de Grados de o Digestion de Digestion de
L . Metilacion de .
variacion libertad DNA global (%) DNA por enzima DNA por Hpall e
g ° McrBC Mspl (%)

Modelo 2 53 0,09 0,01
Genotipos 2 5,3* 0,09* 0,01"
Error 5 0,73 0,01 0,001
CVv 18,7 29,3 19,4

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

Los resultados indican que el silenciamiento de genes GPXs causa la desmetilacion del
genoma en arroz. La reduccién de los niveles de metilacion de DNA se relaciona
generalmente con la activacion transcripcional génica (Kumar, 2017), a pesar de que en
este estudio no se observdé un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes. No
obstante, es probable que el papel de la regulacidn génica sea crucial para el proceso de
aclimatacion de las lineas de arroz GPXs al estrés oxidativo. De esta forma, nuevas rutas
metabdlicas o sistemas de defensa antioxidante podrian ser activados por mecanismos

epigenéticos para la adaptacion al estrés oxidativo.

Ademas, la hipometilacién del genoma es relacionado frecuentemente con la recuperacion
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 caracteristicas Utiles para
la adaptacion 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 GPX; 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 desmetilacion activa puede ser insuficiente para causar la draméatica reduccion de la 5-
metilcitosina en el genoma de plantas GPXs. En este caso, la remocion enzimética de la
citosina metilada seria causado por la actividad de glicosilasas de la familia DME, ROS1,
DML2 y DML3; la cual, es acompafada por el mecanismo de reparo por escision de bases
(BER) (Penterman et al., 2007).

Sin embargo, la actividad de glicosilasas es destinado para un nimero pequefio de loci y
el nivel de transcripcidn se concentra en ciertos tejidos (Choi et al., 2002). Ademas, se ha
demostrado la deficiencia de glicosilasas no alcanza afectar de forma significativa el nivel
global de metilacion en plantas (Penterman et al., 2007; Zhu, Kapoor, Sridhar, Agius, &
Zhu, 2007). Los estudios anteriores indican que la actividad de glicosilasas no serian
capaces de provocar la fuerte disminucién de los niveles de metilacion, en el genoma de
plantas trasformadas GPXs (40,3%). Por tanto, ademéas de la desmetilacion activa, es
posible que exista otro mecanismo actuando en el proceso de desmetilacion del genoma

en plantas GPXs.
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El estrés oxidativo puede dejar expuestas las plantas GPXs al proceso de desmetilacion
pasivo. Por un lado, la hipometilacion del genoma puede ocurrir también como un efecto
secundario de alteraciones del sistema de metilacion de DNA. Por ejemplo, el dafio
indirecto puede ocurrir por la alteracion 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 metabdlicas 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, metl, drm1/2). Consecuentemente, el genoma de
plantas GPXs queda expuesto al proceso de desmetilacion pasiva. Enzimas
metiltransferasas tienen la funcion de mantener la metilacion de DNA de plantas GPXs y
son activamente expresas de forma similar en todos los 6rganos vegetales (Ashapkin,
Kutueva, & Vanyushin, 2016). Por ejemplo, el silenciamiento de genes metl causo la
reduccion 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 plantulas metl homocigoéticas presentan
problemas desde la etapa de germinacion y mueren cuando alcanzan los tres primeros
centimetros 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 desmetilacidon controlado.

La desmetilacién oxidativa es un mecanismo alternativo que conduce a la pérdida de
metiloma en plantas GPXs. Los radicales libres pueden causar la oxidacion directa de 5-
metilcitosina para producir 8-hidroximetilcitosina (Taspinar et al.,, 2018). Otro tipo de
oxidacién de la 5-metilcitosina, que es catalizada también por enzimas TET (Ten-eleven
translocation), y hasta hoy solamente han sido encontradas en mamiferos. 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 biolégicamente relevantes en el
DNA. Mientras que, Moricova, Ondrej, Navratilova, & Luhova (2013) demostraron que la
hidroximetilacion de DNA ocurre cuando los niveles de 5-metilcitosina disminuyen por

efecto del estrés oxidativo. Ademas, los mismos autores indican que el aumento en 8-
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hidroximetilcitosina estd mas relacionado con modificaciones enzimaticas, que con
especies reactivas de oxigeno. No obstante, actualmente el consenso cientifico niega la
posibilidad de oxidacién enzimatica de metiloma vegetal (Kumar, 2017). Sin embargo, la
deficiencia marcada de 5-metilcitosina en plantas GPXs no puede ser provocada
exclusivamente por procesos de desmetilacion convencionales. La supervivencia de
plantas GPXs depende de la desmetilacion del genoma a través de mecanismos
controlados y sitio dirigidos. Para comprobar esta hipétesis, la cuantificacion de 8-
hidroximetilcitosina en plantas GPXs con tecnologias de alta precision (Fernandez,
Valledor, Vallejo, Cafal, & Fraja, 2018) son necesarios para identificar si la existe otro
proceso de desmetilacion activa en arroz y sus funciones epigenéticas en el proceso de

adaptacion a condiciones de estrés.

4.4 Influencia del silenciamiento de genes glutation peroxidasa

sobre patrones de metilacion DNA en arroz

Los valores obtenidos por la digestion de las endonucleasas isochizomericas revelaron
alteraciones en el contenido de metilacién en regiones especificas del genoma (Figura
4-8). La deficiencia de las enzimas mitocondriales GPX no alter6 significativamente el
contenido de metilacién 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, metilacion de la secuencia reconocida por McrBC incrementé en los
genotipos transgénicos (Figura 4-8). De tal forma, que lineas GP X3 tuvieron un incremento
del 34% de metilacién en los sitios de reconocimiento por la enzima McrBC comparado
con las plantas control NT. Mientras que, plantas silenciadas para la isoforma GPX;

tuvieron niveles intermedios de metilacién entre plantas GPXs y NT.
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Figura 4-8: Influencia del silenciamiento de genes GPX sobre el contenido de metilacion
en regiones especificas del genoma de plantas de arroz. Estos datos se obtuvieron
utilizando endonucleasas de restriccion sensibles a la metilacion de DNA (McrBC y
Mspl/Hpall). Letras representan diferencias entre lineas transgénicas y plantas control NT.
Cada variable representa un nivel de confianza del 0.05.

La desmetilacion global del genoma viene acompafiada de un aumento general del
contenido de 5-metilcitocina en sitios especificos. Por su parte, Lister et al. (2008) quienes
descubrieron que la pérdida de 5-metilcitosina en secuencias CG es acompafiada por el
aumento del contenido de 5-metilcistosina en regiones CHG, en el genoma de A. thaliana.
Resultados similares fueron revelados por Hu etal. (2014) quienes revelaron que el
silenciamiento de genes metl provoca la hipermetilacion predominantemente en
secuencias CHH, en plantas de arroz.

De forma similar, se encontré que en la pérdida de islas CG induce a la hipermetilacion de
contextos CHH en varias secuencias heterocromaticas y en el cuerpo de un gran nimero
de genes (Lister et al.,, 2008; Mathieu, Reinders, Caikovski, Smathaijitt, & Paszkowski,
2007). La hipermetilacion ectépica de secuencias heterocrométicas se atribuye a errores
en el direccionamiento de RADM y la hipermetilacion ectépica en secuencias de genes se

a la desmetilacion ineficaz de enzimas glicosilasas (Lister et al., 2008; Mathieu et al.,
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2007). Ademas, Mathieu et al. (2007) demostraron que este tipo de alteraciones en las
regiones metiladas del genoma son causadas por hipometilacién en ciertas secuencias
CG, las cuales, son criticas para mantener la homeostasis epigenética. Inclusive, la
remocion en los patrones de metilacion puede haber alterado en también la metilacion de
histonas en plantas transformadas GPXs. H3K9me2, por ejemplo, esta intimamente
asociada con la metilacion 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 alteré las marcas epigenéticas en sitios especificos 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 nucleotideo A, T, G) esta estrechamente
relacionada con elementos transpobibles (ET). Por tanto, los resultados indican que la
deficiencia del sistema antioxidante provoc6 un incremento en el nivel de metilacion CHH
en plantas GPXs. Lo anterior sugiere que, por lo menos, el sistema de metilacién de novo
aumento, tal vez, con el objetivo de silenciar ETs. La activacién de ETs en plantas fue
revelada primero por McClintock (1984) quien lo denominé como “estrés genémico del
hospedero”. Actualmente, se conoce que la activacion de ETs es un fenbmeno bien
documentado y se sabe que ocurre por influencia de las condiciones de estrés. En arroz,
por ejemplo, la activaciéon transcripcional del retrotransposon Tyl puede dar lugar a la
formacion de pequefios ARN de interferencia (ARNi) responsables por la metilaciéon de
novo (Alzohairy et al., 2014). Estos pequefios ARNi son responsables de la inmovilizacion

de secuencias como Tyl mediante metilacion de DNA a través de RdDM.
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5.Conclusiones

Las plantas transformadas presentaron una pérdida del vigor (biomasa de raices, hojas y
semillas) y un aumento en el periodo de floracién. La deficiencia de genes mitocondriales
GPX parece afectar predominantemente el crecimiento radicular en las plantas evaluadas.
Mientras que la biomasa de tallo y el nimero 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 est4 asociado negativamente con la
actividad de enzimas antioxidantes. Consecuentemente, las plantas de arroz transformado
GPXs presentaron cierta deficiencia en el sistema antioxidante por la reduccion 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
caracterizaciéon morfofisioldégicas no revel6 diferencias evidentes entre las lineas GPX,
pero si entre el tipo de isoforma mitocondrial silenciado (GPX: y GPXs). Los estudios
realizados en plantas seleccionadas para representar cada isoforma revelaron que la
reduccion del sistema antioxidante es acompafiada de la disminucion global del nivel de
metilacion de DNA. Ademas, los resultados de digestion enzimética indican que ciertas
regiones del genoma tienden a la hipermetilacion ectépica. De esta forma, se comprobd
gue ocurren alteraciones de las marcas epigenéticas en el genoma de las plantas GPXs,

con el propésito de adaptarse a las condiciones de estrés oxidativo.
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