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The o do sius Do bzhansky
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Re sume n 

 

 
Las po life no l o xidasas [PPO; EC (Enzyme  Co mmissio n) 1.14.18.1 o  EC 1.10.3.1] so n 
c ie rtame nte  e nzimas muy intrig ante s. A pe sar de  habe r sido  e studiadas durante  
dé c adas y se r sus re ac c io ne s c a ta lític as ampliame nte  c o no c idas, no  ha  sido  po sib le  
asig narle s una  lo c a lizac ió n pre c isa  de ntro  de  ning una  ruta  me tabó lic a . Aún más 
no tab le  e s que , inc luso  lue g o  de  más de  110 año s de  inve stig ac ió n transc urrido s de sde  
su de sc ripc ió n inic ia l e n 1896, su func ió n b io ló g ic a  e s to davía  un miste rio .  

Las PPO so n e nzimas plastíd ic as ub ic uas e n ve g e ta le s que  c a ta lizan la  c o nve rsió n 
o xíg e no -de pe ndie nte  de  fe no le s a  quino nas. Lo s sustra to s fe nó lic o s de  PPO se  
lo c a lizan e n la  vac uo la  y e ntran e n c o ntac to  c o n la  misma  c uando  se  pro duc e n 
daño s e n la  c o mpartime ntac ió n intrac e lular. Las quino nas fo rmadas po r la  a c tividad 
de  PPO so n e spe c ie s a ltame nte  re ac tivas, c apac e s de  re ac c io nar c o n virtua lme nte  
to do s lo s c o mpo ne nte s c e lulare s. Estas c o nduc e n a  la  fo rmac ió n y pre c ip ita c ió n de  
po líme ro s o sc uro s simila re s a  la  me lanina , un fe nó me no  c o no c ido  c o n e l no mbre  de  
parde amie nto  e nzimátic o . Este  fe nó me no  e s re spo nsab le  de  c uantio sas pé rdidas 
e c o nó mic as e n e l me rc ado  de  fruto s y ve g e ta le s y, a c tua lme nte , só lo  pue de  se r 
parc ia lme nte  c o ntro lado  me diante  e l uso  de  aditivo s po te nc ia lme nte  dañino s para  la  
sa lud humana .  

Co n e l pro pó sito  de  c o ntribuir a l e nte ndimie nto  de l ro l b io ló g ic o  y la  e vo luc ió n de  
e stas e nzimas, y a  su ve z g e ne rar un c ultivo  e xe nto  de l de te rio ro  o xida tivo  me diado  
po r PPO, d ive rsas líne as transg é nic as (-PPO) de  papa  (So lanum tube ro sum) c o n 
re duc ida  a c tividad PPO fue ro n o b te nidas me diante  ing e nie ría  g e né tic a  y 
c arac te rizadas tanto  a  nive l fisio ló g ic o  c o mo  mo le c ular. El c ultivo  de  papa  fue  e le g ido  
c o mo  mo de lo  para  e ste  traba jo  po r se r e l te rc e r c ultivo  de  mayo r c o nsumo  e n e l 
mundo  y una  de  la s a lte rnativas princ ipa le s para  suplir la s pró ximas ne c e sidade s 
a lime ntarias de  la  c re c ie nte  po b lac ió n mundia l.  

Co nside rando  la  re le vanc ia  inte le c tua l y e c o nó mic a  de  e stas e nzimas, e sta  te sis tra ta  
tanto  c o n aspe c to s b io ló g ic o s c o mo  prác tic o s de l e studio  de  la s PPO. Un e xhaustivo  
aná lisis de  se g uridad re ve ló  que  la s papas -PPO so n se g uras para  e l c o nsumo , si b ie n 
so n me tabó lic ame nte  d ife re nte s a  sus pare nta le s silve stre s (WT, de  sus sig las e n ing le s 
Wild  Type ). Este  e studio  instauró  e l de bate  so bre  la  re le vanc ia  de  lo s c o nc e pto s 
a c tua lme nte  utilizado s para  la  e va luac ió n de  la  se g uridad de  c ultivo s transg é nic o s. En 
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e sta  líne a , d ive rso s e studio s se nso ria le s re a lizado s e n ra to ne s y humano s re ve laro n que , 
ade más de  su vida  útil más pro lo ng ada , lo s tubé rc ulo s -PPO po se e n me jo ras 
o rg ano lé ptic as. Esta  se rie  de  e studio s re pre se ntaro n e l prime r e je mplo  e xito so  de  la  
aplic ac ió n de  un mo de lo  animal y paradig mas ne uro b io ló g ic o s e n e l e studio  de  un 
c ultivo  g e né tic ame nte  mo dific ado .  

Para le lame nte , e xpe rime nto s c o n pa tó g e no s e  inse c to s fue ro n lle vado s a  c abo  para  
e xplo rar la s po te nc ia le s implic anc ias de  PPO e n lo s pro c e so s de  re siste nc ia  a  e stré s 
b ió tic o . El de sarro llo  de  un nue vo  mé to do  para  e studiar la  e nfe rme dad más 
de vastado ra  de l c ultivo  de  papa , e l tizó n ta rdío , c ausado  po r e l o o mic e to  
Phyto phtho ra infe stans, pe rmitió  ide ntific a r que  la s p lantas -PPO so n más re siste nte s a  
e ste  pa tó g e no  me diante  me c anismo s que  pare c e n invo luc rar la  partic ipac ió n de  
c o mpue sto s fe nó lic o s. Inve rsame nte , e xpe rime nto s re a lizado s c o n e l inse c to  p lag a  
Cyc lo c e phala  sig natic o llis mo straro n que  lo s tubé rc ulo s -PPO e ran c o nsumido s e n una  
mayo r pro po rc ió n que  lo s tubé rc ulo s WT po r e ste  c o le ó pte ro . A su ve z, lo s aná lisis 
filo g e né tic o s sug ie re n que  la s PPO ve g e ta le s fue ro n adquiridas po r transfe re nc ia  
g é nic a  ho rizo nta l a  partir de  bac te ria s c o mo  una  adaptac ió n de  la s p lantas primitivas 
a l ambie nte  te rre stre .  

En c o njunto , e sto s e studio s añade n una  pe que ña  pe ro  impo rtante  c o ntribuc ió n a  la  
c o mpre nsió n de  la  e vo luc ió n y la  func ió n b io ló g ic a  de  la s e nzimas PPO que  po dría  se r 
útil para  e l futuro  de sarro llo  de  nue vo s c ultivo s me jo rado s. Fina lme nte , y 
pro bab le me nte  e l a spe c to  más inte re sante  de  e sta  te sis, e s que , de  la  sínte sis de  lo s 
e xpe rime nto s re a lizado s durante  e l transc urso  de  e ste  e studio , ha  e me rg ido  una  
hipó te sis que  pro po ne  po r prime ra  ve z una  sug e stiva  e xplic ac ió n so bre  e l ro l b io ló g ic o  
de  la s PPO ve g e ta le s c o mo  parte  de  un siste ma  de  de fe nsa  c o ntra  la  de pre dac ió n. El 
mo de lo  pro pue sto  apo rta  una  e xplic ac ió n para  e l me c anismo  de  a c c ió n de  PPO que  
e s c o he re nte  c o n la s e vide nc ias e vo lutivas y, a  su ve z, pe rmite  inte rpre tar una  se rie  de  
intrig ante s re sultado s pre viame nte  re po rtado s po r o tro s g rupo s de  inve stig ac ió n. 

 

Palabras clave: Po life no l o xidasas (PPO) - Ro l b io ló g ic o  de  PPO - Evo luc ió n de  PPO - 
Oxidac ió n e nzimátic a  - Me jo ramie nto  b io te c no ló g ic o  - So lanum tube ro sum - 
Org anismo  Ge né tic ame nte  Mo dific ado  (OGM) - Se g uridad de  OGMs - Pe rc e pc ió n de  
OGMs - Sile nc iamie nto  g é nic o  - To le ranc ia  a  e stré s. 
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Abstrac t 

 

 
The  po lyphe no l o xidase s [PPO, EC (Enzyme  Co mmissio n) 1.14.18.1 o r EC 1.10.3.1] a re  
c e rta inly ve ry intrig uing  e nzyme s. De spite  having  be e n studie d  fo r de c ade s and the ir 
c a ta lytic  re ac tio ns a re  we ll kno wn, no  pre c ise  lo c a tio n has be e n assig ne d to  this 
e nzyme  in any kno wn me tabo lic  pa thway. Re markab ly, e ve n a fte r o ve r 110 ye ars o f 
re se arc h sinc e  its initia l de sc riptio n in 1896, its b io lo g ic a l func tio n is still a  myste ry.  

The  PPOs are  ub iquito us plastid  p lant e nzyme s tha t c a ta lyze  the  o xyg e n-de pe nde nt 
c o nve rsio n o f phe no ls to  quino ne s. PPO phe no lic  substra te s a re  lo c a te d  in the  vac uo le  
and c o me  into  c o ntac t with the  e nzyme  whe n disruptio n o f the  intrac e llular 
c o mpartme nta liza tio n take s p la c e . The  quino ne s fo rme d by PPO ac tivity a re  hig hly 
re ac tive  spe c ie s tha t c an re ac t with virtua lly a ll c e llula r c o mpo ne nts, le ading  to  the  
fo rmatio n and pre c ipita tio n o f dark me lanin-like  po lyme rs, a  phe no me no n kno wn as 
e nzymatic  b ro wning . This phe no me no n is re spo nsib le  fo r e no rmo us e c o no mic  lo sse s in 
the  fruit and ve g e tab le  industry and is c urre ntly partia lly c o ntro lle d  thro ug h the  use  o f 
additive s whic h have  so me  adve rse  e ffe c ts o n human he a lth.  

In an a tte mpt to  c o ntribute  to  the  unde rstanding  o f the  b io lo g ic a l func tio n and 
e vo lutio n o f the se  e nzyme s, and to  g e ne ra te  a  qua lity impro ve d c ro p e xe mpt fro m the  
PPO-me dia te d  o xida tive  damag e , se ve ra l transg e nic  po ta to  (So lanum tube ro sum) 
line s (-PPO o r no nbro wning ) with re duc e d PPO ac tivity we re  g e ne tic a lly e ng ine e re d  
and c harac te rize d  bo th a t the  physio lo g ic a l and mo le c ular le ve ls. Po ta to  was c ho se n 
as a  mo de l fo r this study be c ause  it is c urre ntly the  third  mo st impo rtant fo o d  c ro p 
c o nsume d wo rldwide  and a  c ritic a l a lte rnative  fo r fe e ding  the  wo rld ’ s g ro wing  
po pula tio n.  

Co nside ring  the  inte lle c tua l and e c o no mic  re le vanc e  o f the se  e nzyme s, this the sis de a ls 
with bo th b io lo g ic a l and prac tic a l a spe c ts o f the  study o f PPO. A c o mpre he nsive  
e va luatio n o f the  sa fe ty asse ssme nt o f the  transg e nic  line s re ve a le d  tha t the  
no nbro wning  po ta to e s pre se nt no  risk fo r adve rse  he a lth e ffe c ts. Altho ug h, the y a re  
me tabo lic a lly d iffe re nt fro m wild-type  (WT) po ta to e s. An e xhauste d  sa fe ty asse ssme nt 
ana lysis e vide nc e d  no  adve rc e  he a lth e ffe c ts, e stab lishing  a  de bate  abo ut the  
re le vanc e  o f the  c o nc e pts c urre ntly use d  to  a sse ss the  sa fe ty o f g e ne tic a lly mo difie d  
c ro ps. In line  with the se  aspe c ts, se nso ry studie s in mic e  and humans re ve a le d  tha t, in 
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addittio n to  the ir e xte nde d she lf life , no nbro wning  po ta to s have  o rg ano le ptic  
impro ve me nts o ve r the  WT po ta to s. This se rie s o f studie s re pre se nte d  the  first suc c e ssful 
e xample  o f the  imple me nta tio n o f an anima l mo de l and ne uro b io lo g ic a l paradig ms in 
the  study o f a  g e ne tic a lly mo difie d  c ro p.  

In para lle l, studie s with pa tho g e ns and inse c ts we re  c arrie d  o ut to  study the  po te ntia l 
implic a tio ns o f PPO in b io tic  stre ss re sistanc e  pro c e sse s. A ne w me tho d to  study the  
mo st de vasta ting  d ise ase  a ffe c ting  po ta to , the  “ la te  b lig ht”, c ause d by the  o o myc e te  
Phyto phtho ra infe stans, was de ve lo pe d and applie d  to  e va luate  the  d ise ase  re sistanc e  
o f -PPO plants. The  transg e nic  p lants pre se nte d  an inc re ase d  re sistanc e  to  this 
pa tho g e n thro ug h me c hanisms tha t se e m to  invo lve  the  partic ipa tio n o f phe no lic  
c o mpo unds. Co nve rse ly, e xpe rime nts pe rfo rme d with the  inse c t pe st Cyc lo c e phala  
sig natic o llis sho we d tha t -PPO tube rs we re  c o nsume d in g re a te r pro po rtio ns than WT 
tube rs by this c o le o pte ran. In turn, phylo g e ne tic  ana lyse s sug g e sts tha t p lant PPOs we re  
a c quire d  by ho rizo nta l g e ne  transfe r fro m bac te ria  as an adapta tio n o f primitive  p lants 
to  the  te rre stria l e nviro nme nt.  

In summary, the se  studie s pro vide  a  small but impo rtant c o ntributio n to  the  
unde rstanding  o f the  e vo lutio n and b io lo g ic a l func tio n o f PPO e nzyme s that c o uld  be  
use ful fo r the  future  de ve lo pme nt o f ne w impro ve d c ro ps. Fina lly, and pe rhaps the  mo st 
inte re sting  and re le vant aspe c t o f this the sis, is tha t a  ne w hypo the sis tha t pro vide s an 
sug g e stive  e xplanatio n fo r the  b io lo g ic a l ro le  o f p lant PPOs as part o f a  de fe nse  syste m 
ag a inst pre datio n has e me rg e d fro m the  wo rk do ne . The  pro po se d  mo de l pro vide s an 
e xplanatio n fo r the  me c hanism o f a c tio n o f PPO that, is c o nsiste nt with the  e vo lutio nary 
e vide nc e , and a lso  a llo ws to  inte rpre t a  numbe r o f intrig uing  re sults pre vio usly re po rte d  
by o the r re se arc h g ro ups. 

 

Keywords: Po lyphe no l o xidase  (PPO) – PPO b io lo g ic a l func tio n – PPO e vo lutio n - 
Enzymatic  b ro wning  - Bio te c h impro ve me nt - So lanum tube ro sum - Ge ne tic a lly 
Mo difie d  Org anism (GMO) - GMO sa fe ty asse ssme nt - GMO pe rse ptio n - Ge ne  sile nc ing  
- Stre ss to le ranc e . 
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Pró lo go  

 

 
Ante s de  la  pub lic ac ió n de  El Orig e n de  la s Espe c ie s (1), la s te o rías c ie ntífic as 
impe rante s so ste nían que  lo s se re s vivo s (a l ig ua l que  sus c o mpo ne nte s) e staban 
dise ñado s de  la  fo rma  e n que  lo s pe rc ib imo s para  c umplir una  func ió n. La  re vo luc ió n 
Darwiniana  o to rg ó  a  la  se le c c ió n na tura l la  fue rza  c re a tiva  de  la  e vo luc ió n y, a  la  
varia c ió n na tura l, una  pe rso na lidad azaro sa  y c are nte  de  pro pó sito . Esta  ide a  c ambió  
e l mundo  y, una  ve z c o mpre ndida , e s d ifíc il vo lve r a  ve r la  re a lidad c o n lo s mismo s 
o jo s. Dado  que  la  b io lo g ía  e s pro duc to  de l pasado , c re o  que  utilizar e sto s o jo s 

e vo lutivo s a  la  ho ra  de  e xaminar re sultado s e xpe rime nta le s, po dría  pe rmitirno s 
inte rpre tar lo s a c o nte c imie nto s o c urrido s que  d ie ro n lug ar a  que  lo s re sultado s que  
o bse rvamo s se an justame nte  e so s y no  o tro s.  

Este  e je rc ic io  e ve ntua lme nte  po dría  lle varno s a  pro po ne r mo de lo s que , no  
ne c e sariame nte  se rán re a le s, pe ro  c ie rtame nte  se rán útile s y, de pe ndie ndo  de  la s 
e vide nc ias c o n que  c o nte mo s, tambié n pro bab le s. La  impo rtanc ia  de  e sto s mo de lo s 
re side  e n su c apac idad de  pro po rc io nar un marc o  de  e nte ndimie nto  para  lo s 
pro c e so s b io ló g ic o s, que  o c asio na lme nte  e stimulará  la  c re ac ió n de  me jo re s mo de lo s 
para  inte ntar c o mpre nde r de  que  fo rma  la  e vo luc ió n d io  (y da ) fo rma  a  nue stro  
mundo . 

El o b je tivo  inic ia l de  e ste  traba jo  fue  de sarro lla r una  e stra te g ia  mo le c ular para  inhib ir e l 
de te rio ro  o xida tivo  que  o c urre  e n ve g e ta le s a  c ausa  de  la  a c tividad de  la s e nzimas 
po life no l o xidasas. Para  lle varlo  a  c abo , se  utilizó  e l c ultivo  de  papa  (So lanum 
tube ro sum) c o mo  mo de lo , c o n e l pro pó sito  de  transfe rir e n e l futuro  e l de sarro llo  a  
o tro s c ultivo s. Si b ie n lo s o b je tivo s o rig ina le s se  lo g raro n, e l po stulado  de  una  hipó te sis 
que  pre te nde  e xplic ar e l ro l b io ló g ic o  de  la s po life no l o xidasas ve g e ta le s re sulta  se r un 
asunto  que  trasc ie nde  ampliame nte  lo s re sultado s de  e ste  traba jo . Se a  e sta  re a l o  
fa lsa , e l tie mpo  d irá . A mo do  de  sínte sis, se  po dría  de c ir que  e l pro ye c to  fue  
inic ia lme nte  visto  c o n o jo s prác tic o s y a  me dida  que  e l traba jo  fue  de sarro llándo se , 

                                                             
 El título  o rig ina l de  1859, “On the  Orig in o f Spe c ie s by Me ans o f Natural Se le c tio n, o r the  Pre se rvatio n o f 
Favo ure d Rac e s in the  Strug g le  fo r Life ” , se  ac o rtó  a  “The  Orig in o f Spe c ie s”  a  partir de  su se xta  e dic ió n e n 
1872. 
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dio  lug ar a  que  pudie ra  se r visto  c o n o jo s e vo lutivo s, e s e se  de ve nir e l que  da  fo rma  a  
e sta  te sis. 

Po r último , so n ne c e sarias tre s a c la rac io ne s. Me  he  to mado  la  libe rtad  de  c a lific a r de  
miste rio sas a  la s e nzimas po life no l o xidasas c o mo  una  fo rma  de  inte ntar ilustrar e n e l 
título  de  e sta  te sis e l he c ho  de  que  su func ió n b io ló g ic a  no  ha  po dido  se r d iluc idada  a  
pe sar de  más de  un sig lo  de  inte nsas inve stig ac io ne s. Es mi inte nc ió n que  e sta  
de sc ripc ió n se a  inte rpre tada  c o mo  un de ta lle  ro mántic o  y no  c o mo  uno  místic o . Po r 
o tro  lado , e n la  Intro duc c ió n de  e ste  e sc rito  no  se  e nc o ntrarán la rg as d isquisic io ne s 
so bre  lo s fundame nto s de  té c nic as e xpe rime nta le s e spe c ífic as o  pro c e so s b io ló g ic o s 
ampliame nte  c o no c ido s. Esta  a rg ume ntac ió n habría  c o mplic ado  e n vano  la  le c tura  
de  e sta  te sis. En c ambio , e n la  se c c ió n Re sultado s, se  han inc o rpo rado  de sc ripc io ne s 
intro duc to rias so bre  e sto s te mas e n la s instanc ias que  fue ro n c o nside radas ne c e sarias. 

Fina lme nte , c o nside rando  e l Cic lo  de l Co no c imie nto , e sta  te sis no  e nc a ja  to ta lme nte  
de ntro  de l c lá sic o  e sque ma  de duc tivo  y re duc c io nista  de l Mé to do  Cie ntífic o , do nde  
una  inve stig ac ió n c o mie nza  a  partir de  un c o no c imie nto  pre vio  que  pe rmite  fo rmular 
una  hipó te sis que  e s lue g o  pue sta  a  prue ba  po r me dio  de  e xpe rime nto s, sino  que  e stá  
mayo rita riame nte  c o mpre ndida  de ntro  de l e sque ma  induc tivo  de l Ho lismo  Cie ntífic o , 
do nde  la  inve stig ac ió n c o mie nza  a  partir de  la  e xpe rime ntac ió n y lue g o  e l aná lisis de  
lo s re sultado s lle va  a  la  g e ne rac ió n de  una  hipó te sis que  de be rá  se r pue sta  a  prue ba  
(2, 3), c o mo  ilustra  la  sig uie nte  fig ura : 
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Intro duc c ió n 

 

 
De  las po life no l o xidasas y sus sustrato s fe nó lic o s 

Si pe lamo s una  manzana , po de mo s e star se g uro s de  que  a  me no s que  aplique mo s 
a lg uno  de  lo s vie jo s truc o s de  la  abue la , c o mo  a lte rar su pH c o n jug o  de  limó n o  
impe dir su c o ntac to  c o n e l o xíg e no  a tmo sfé ric o  sume rg ié ndo la  e n ag ua , e sta  
c o me nzará  a  to rnarse  o sc ura  y, a l po c o  tie mpo , ya  no  te ndre mo s tantas g anas de  
c o me rno s aque lla  manzana  “o xidada”. Este  fe nó me no  tan usua l, llamado  
parde amie nto  e nzimátic o , no  o c urre  só lo  e n manzanas, sino  que  e s c o mún e n to do  e l 
re ino  ve g e ta l y e s pro duc to  de  la  a c tividad de  una  familia  de  e nzimas c o no c idas 
c o mo  po life no l o xidasas [PPO; EC (Enzyme  Co mmissio n) 1.14.18.1 o  EC 1.10.3.1]. El 
parde amie nto  e nzimátic o  e s de se nc ade nado  po r e l e nc ue ntro  e ntre  PPO y sus 
sustra to s fe nó lic o s a lmac e nado s de ntro  de  la  vac uo la  a l o c urrir una  de struc c ió n de  la  
c o mpartime ntac ió n intrac e lular. Las quino nas fo rmadas me diante  la  a c tividad de  PPO 
so n e spe c ie s a ltame nte  re ac tivas c apac e s de  re ac c io nar c o n virtua lme nte  to do s lo s 
c o mpo ne nte s c e lulare s, c o nduc ie ndo  a  la  fo rmac ió n y pre c ip ita c ió n de  po líme ro s 
simila re s a  la  me lanina  que  so n lo s que  dan la  aparie nc ia  o sc ura  a  lo s te jido s dañado s 
(4) (Fig ura  1). Cie rtame nte , e stas e nzimas no  se  han mante nido  a  lo  la rg o  de  la  
e vo luc ió n po r c ie nto s de  millo ne s de  año s (a l me no s 500 millo ne s de  año s e n 
ve g e ta le s. Vé ase  lo s aná lisis filo g e né tic o s de  la  se c c ió n de  Re sultado s) só lo  para  
a rruinarno s la  e nsa lada  de  frutas; sin e mbarg o , a  pe sar de  habe r sido  e studiadas 
durante  dé c adas y de  e xistir un amplio  c o no c imie nto  so bre  e lla s, su func ió n b io ló g ic a  
e s to davía  un miste rio . 

 

Figura 1. Mo de lo  de  la  po lime rizac ió n e ntre  lo s c o mpue sto s fe nó lic o s y lo s c o mpo ne nte s c e lulare s me diada  
po r PPO. Adaptado  de  (5).  
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Las po life no l o xidasas fue ro n de sc riptas po r prime ra  ve z hac e  más de  110 año s po r 
Gabrie l Be rtrand e n 1896 (6). Estas e nzimas pe rte ne c e n a  un tipo  muy anc e stra l de  
pro te ínas que  se  e nc ue ntran e n c asi to do s lo s do minio s de  la  vida : la  familia  de  
pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3 (type  3 c o ppe r-pro te in family) (7, 8). Se  e spe c ula  
que  e sta  familia  de  e nzimas, surg ida  hac e  a lre de do r de  3.500 millo ne s de  año s, po dría  
habe r ayudado  a  mante ne r ba ja s la s c o nc e ntrac io ne s tó xic as de  o xíg e no  intrac e lular 
c uando  a  c ausa  de  la  aparic ió n de  la  fo to sínte sis la  a tmó sfe ra  te rre stre  c ambió  de  su 
c o ndic ió n anae ró b ic a  a  ae ró b ic a  (7,9). Las PPO ve g e ta le s c o mparte n e l mismo  
do minio  c a ta lític o  c o n pro te ínas tan d ive rsas c o mo  las he mo c ianinas re spira to rias, la s 
tiro sinasas inmuno ló g ic as de  he mo linfa , la s he xame rinas de  inse c to s y la s fe no l 
o xidasas re spo nsab le s de  la  p ig me ntac ió n de  la  p ie l (7, 9-13).  

Si b ie n e stas e nzimas so n ub ic uas e n ve g e ta le s, sabe mo s que  sus g e ne s han sido  
pe rdido s re c ie nte me nte  a l me no s e n una  e spe c ie , Arab ido psis thaliana  (14). Las PPO 
se  e nc ue ntran aso c iadas a  la s me mbranas de  lo s tila c o ide s y c a ta lizan la  c o nve rsió n 

o xíg e no -de pe ndie nte  de  fe no le s a  quino nas (4) me diante  do s paso s: la  hidro xila c ió n 

de  lo s c o mpue sto s fe nó lic o s y, po ste rio rme nte , la  o xidac ió n de  lo s pro duc to s 
d ife nó lic o s (Fig ura  2A). El sitio  c a ta lític o  de  PPO e stá  c o nfo rmado  po r 2 á to mo s de  
c o bre , c ada  uno  de  lo s c ua le s e stá  c o o rdinado  po r 3 histid inas (Fig ura  2B) y la s 
re ac c io ne s c a ta lític as pro c e de n g rac ias a  una  fle xib ilidad  e struc tura l pro pia  de l sitio  
a c tivo  que  pe rmite  apro ximar lo s d istinto s á to mo s que  partic ipan e n la  c a tá lisis a l anillo  
fe nó lic o  de l sustra to  (Fig ura  2C) (7, 8, 15-17). 

 

Figura 2. Ac tividad e nzimátic a  de  la  po life no l o xidasa  (PPO). (A) Re ac c io ne s de  hidro xilac ió n y o xidac ió n 
c a ta lizadas po r PPO. (B) Sitio  c a ta lític o  de  PPO. Co nfo rmado  po r 2 á to mo s de  c o bre , c ada  uno  de  lo s c ua le s 
se  e nc ue ntra  c o o rdinado  po r 3 histid inas. (C) Mo de lo  pro pue sto  de l me c anismo  de  c a tá lisis de  PPO basado  
e n e l aná lisis de  e struc tura  po r c rista lo g ra fía  de  rayo s X y simulac io ne s de  dinámic a  mo le c ular (LFMD: lig and 
fie ld  mo le c ular dynamic s). Adaptado  de  (15-17). 
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Pe se  a  lo s c o nside rab le s e sfue rzo s po r inte ntar e stab le c e r e l pape l de  PPO de ntro  de l 
me tabo lismo  ve g e ta l (18-21), no  se  le  ha  po dido  asig nar a  e sta  e nzima  una  
lo c a lizac ió n de finida  e n ning una  vía  me tabó lic a  (18, 22). Sin e mbarg o , e xiste n vario s 
traba jo s, c a re nte s aún de  una  e xplic ac ió n só lida , que  sug ie re n la  partic ipac ió n de  
PPO e n lo s me c anismo s de  de fe nsa  a  e stré s b ió tic o  y ab ió tic o . En muc has e spe c ie s 
ve g e ta le s, la  re siste nc ia  a  inse c to s e stá  c o ndic io nada  po r la  c apac idad de  lo s 
tric o mas de  ro mpe rse  y po lime rizar rápidame nte  su c o nte nido  a l e ntrar e n c o ntac to  
c o n e l inse c to  invaso r. En e sta  “ trampa” b io ló g ic a , la  po lime rizac ió n de l e xudado  de  
lo s tric o mas e s c a ta lizada  po r PPO (23, 24). Tambié n, ha  sido  re po rtado  que  e n trig o  
(Tritic um ae stivum), lo s c ultivare s re siste nte s a  á fido s tie ne n una  mayo r a c tividad 
c o nstitutiva  de  PPO que  lo s c ultivare s susc e ptib le s (25).  

Re sultado s similare s, do nde  la  a c tividad de  PPO se  c o rre lac io nó  e n fo rma  dire c ta  c o n 
una  d isminuc ió n e n la  de fo lia c ió n de  plantas po r inse c to s, so n c o mune s e n la  
b ib lio g ra fía  (26-29). Una  se rie  de  traba jo s re a lizado s c o n plantas silve stre s y 
transg é nic as de  á lamo  (Po pulus tre mula x P. a lba ) y to mate  (So lanum lyc o pe rsic um), 
c o n mayo re s y me no re s a c tividade s de  PPO, mo straro n una  c o rre la c ió n d ire c ta  e ntre  
la  re siste nc ia  a  inse c to s y la  a c tividad de  PPO e ntre  lo s d istinto s g e no tipo s (30-32). Otro s 
e studio s re a lizado s tambié n c o n to mate s silve stre s y transg é nic o s mo straro n que  
plantas de fic ie nte s e n PPO e ran más susc e ptib le s a  la  bac te ria  Pse udo mo nas syring ae , 
mie ntras que  plantas so bre e xpre sante s de  PPO re sultaban más re siste nte s a l mismo  
pa tó g e no  (33, 34). Po r o tro  lado , uno s po c o s traba jo s han c o rre la c io nado  la  
mo dulac ió n de  la  a c tividad de  PPO in planta  e n re spue sta  a l e stré s té rmic o , hídric o  y 
sa lino  (35-37). Pro bab le me nte , e l únic o  info rme  e xiste nte  e n do nde  se  e studió  
implíc itame nte  la  re la c ió n e ntre  PPO y un e stré s ab ió tic o  tambié n se a  e l más 
de sc o nc e rtante . En e ste  traba jo , se  e nc o ntró  que  plantas de  to mate  sile nc iadas para  
PPO  re sultaro n se r más to le rante s a l e stré s hídric o . Si b ie n la  c ausa  de  e sto s re sultado s 
no  pudo  se r inte rpre tada , lo s auto re s c o nc luye ro n que  la s p lantas transg é nic as 
mo straban me no re s sínto mas de  e stré s o xida tivo  (38). 

Co n un me no r g rado  de  inc e rtidumbre , se  c re e  que  e stas e nzimas so n las princ ipa le s 
re spo nsab le s de  las re ac c io ne s de  o xidac ió n que  c o nlle van a l o sc ure c imie nto  de  lo s 
te jido s ve g e ta le s dañado s, se ne sc e nte s o  infe c tado s (4, 22, 39). De sde  un punto  de  
vista  prác tic o , e stas re ac c io ne s a lte ran ne g ativame nte  la s pro pie dade s 
o rg ano lé ptic as y la  c a lidad nutritiva  de  lo s a lime nto s, o c asio nando  c uantio sas 
pé rdidas e c o nó mic as e n e l me rc ado  de  fruto s y ve g e ta le s (40, 41). En papa  (So lanum 

tube ro sum), la s po life no l o xidasas e stán c o dific ado s po r una  familia  multig é nic a  
c o nstituida  po r a l me no s se is (6) mie mbro s c o n un c o mple jo  pa tró n e spac io -te mpo ra l 
de  e xpre sió n g é nic a . Tre s de  e llo s, POT32 (U22921), POT33 (U22922) y NOR333 (M95196) 
se  e xpre san e n tubé rc ulo s y, ade más, NOR333 tambié n se  e xpre sa  e n flo re s y ho jas (4).  

En c o ntraste  c o n la  amplia  d istribuc ió n de  la s pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3, la s 
e nzimas de  la  vía  me tabó lic a  de  lo s fe nilpro pano ide s (Fig ura  3), c o nfo rman un 
me tabo lismo  e xc lusivo  de  p lantas te rre stre s, surg ido  hac e  a lre de do r de  500 millo ne s de  
año s c o mo  una  adaptac ió n c lave  de  la s p lantas a  la  vida  te rre stre , que  le s pe rmitió  

hac e r fre nte  tanto  a l e stré s b ió tic o  c o mo  ab ió tic o  (42). Esta  vía  g e ne ra  c o mpue sto s 

fe nó lic o s vita le s para  d ive rso s pro c e so s b io ló g ic o s c o mo  la  vasc ularizac ió n y la  rig ide z 
de l ta llo , la  sínte sis de  c o mpue sto s vo lá tile s y p ig me nto s de  flo re s y fruto s, pro te c c ió n 
UV (ultravio le ta ), inte rac c io ne s mic ro b io -planta  y de fe nsas c o ntra  pa tó g e no s (42-
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46). Co n re spe c to  a l e stré s b ió tic o , lo s c o mpue sto s fe nó lic o s c o ntribuye n a  lo s 
me c anismo s de  re siste nc ia / to le ranc ia  de  una  mane ra  c uantita tiva , fo rmando  parte  de  
la  na tura le za  de  múltip le s c o mpo ne nte s que  c o nfo rman las re spue stas de  de fe nsa  e n 
plantas (46). 

 

Figura 3. Vía  me tabó lic a  de  lo s fe nilpro pano ide s. CAD: c inamil a lc o ho l de shidro g e nada . CCR: c inamo il-Co A 
re duc tasa . C3H: 4-c umarato  3-hidro xilasa . C4H: c inamato  4-hidro xilasa . 4CL: 4 c umaro il-Co A lig asa . F5H: 
fe rula to  5-hidro xilasa . HQT, hidro xic inamo il-Co A quinato  transfe rasa . OMT: O-me tiltransfe rasa . PAL: 
fe nila lanina  amo nio -liasa . TAL: tiro sina  amo nio -liasa . Adaptado  de  (47). 

 

Ha sido  ampliame nte  de mo strado  que  lo s fe nilpro pano ide s de se mpe ñan un pape l 
impo rtante  e n lo s siste mas de  de fe nsa  ve g e ta l c o ntra  pa tó g e no s (45, 48). Esto s 
me tabo lito s pue de n pre se ntar a c tivida d antimic ro b iana  o  a c umularse  c o mo  fe no le s 
de  pare d  c e lular, re string ie ndo  la  invasió n mic ro b iana  (49). Se  ha  de sc ripto  que  
plantas de  tabac o  (Nic o tiana tabac um) transg é nic as, que  so bre e xpre san e l g e n de  la  
fe nila lanina  amo nio -lia sa  (PAL), la  princ ipa l e nzima  re spo nsab le  de l flujo  me tabó lic o  de  
la  vía  de  lo s fe nilpro pano ide s, pre se ntan una  me no r se nsib ilidad a l ho ng o  pa tó g e no  

Ce rc o spo ra nic o tianae  (50). En c o nc o rdanc ia  c o n e sto s re sultado s, p lantas 

transg é nic as de  tabac o  a  la s que  se  le s ha  suprimido  la  e xpre sió n de l g e n PAL 

mue stran una  me no r re siste nc ia  c o ntra  e l mismo  pa tó g e no  (50, 51). De  fo rma  simila r, la  

de sviac ió n me tabó lic a  de  sustra to s de  la  vía  de  fe nilpro pano ide s e n papa  da  lug ar a  
una  mayo r susc e ptib ilidad a l ag e nte  c ausa l de l tizó n tardío , Phyto phtho ra infe stans 
(52). Adic io na lme nte , se  ha  re po rtado  que  plantas transg é nic as de  papa  (nahG), 
inc apac e s de  a c umular á c ido  sa lic ílic o , un c o mpue sto  de rivado  de  la  vía  de  lo s 
fe nilpro pano ide s, tambié n so n más susc e ptib le s a  P. infe stans (53); y que  plantas 
transg é nic as de  to mate  c o n mayo re s nive le s de  á c ido  c lo ro g é nic o  so n mas re siste nte s 
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tanto  a l pa tó g e no  P. syring ae  c o mo  a l e stré s o xida tivo  o c asio nado  po r un ag e nte  
ab ió tic o  (paraquat) (54). Sin e mbarg o , a c tua lme nte  se  c ue stio na  que  lo s c o mpue sto s 
fe nó lic o s te ng an un ro l de fe nsivo  pe r se  e n la  re siste nc ia  de  p lantas a  he rb ívo ro s (55, 

56).  

 

Sile nc iamie nto  de  ARN e n plantas 

Las p lantas han de sarro llado  una  varie dad de  vías de  sile nc iamie nto  g é nic o  me diado  
po r ARNs pe que ño s de  e ntre  20 y 25 nuc le ó tido s de  tamaño . Esto s ARNs pe que ño s 
re prime n la  e xpre sió n de  g e ne s c o n se c ue nc ias ho mó lo g as a  nive l transc ripc io na l, 
po st-transc ripc io na l y traduc c io na l (Fig ura  4). Estas vías de  sile nc iamie nto  de  ARN 
de se mpe ñan un pape l impo rtante  e n la  re g ulac ió n de l c re c imie nto  y e l de sarro llo , a sí 
c o mo  e n la s re spue stas a  e stré s b ió tic o  y ab ió tic o  (57-61). El sile nc iamie nto  de  RNA no  
e s un me c anismo  e xc lusivo  de l re ino  ve g e ta l, sino  que  se  e nc ue ntra  e vo lutivame nte  
c o nse rvado  e n o tras ramas de  la  vida . A partir de  lo s prime ro s traba jo s de  
sile nc iamie nto  de  ARN de sc ripto s e n plantas (62-64), me c anismo s aná lo g o s fue ro n 
po ste rio rme nte  ha llado s e n muc ho s o tro s o rg anismo s e uc ario tas (65-71).  

La  aplic ac ió n de l sile nc iamie nto  de  ARN c o n fine s b io te c no ló g ic o s c o me nzó  e n lo s 
o ríg e ne s de  la  e ra  de  la  b io te c no lo g ía  ve g e ta l, dando  lug ar a l prime r c ultivo  
transg é nic o  c o me rc ia l: e l to mate  la rg a  vida  “Mac Gre g o rs Flavr Savr” e n 1994. Esto s 
to mate s e staban transfo rmado s c o n una  c o pia  inve rtida  (o  antise ntido ) de l g e n de  la  
po lig a lac turo nasa , e nzima  re spo nsab le  de  la  de g radac ió n de  la  pare d  c e lular durante  
la  madurac ió n de l to mate , po r lo  que  e l ab landamie nto  na tura l de  e sto s to mate s 
re sultaba  re trasado  (59). Ac tua lme nte , e l sile nc iamie nto  de  ARN e s una  te c no lo g ía  
ampliame nte  usada  e n inve stig ac ió n y b io te c no lo g ía  ve g e ta l, tanto  c o mo  una  
he rramie nta  útil para  ana lizar la  func ió n de  g e ne s, c o mo  para  de sarro lla r nue vo s 
rasg o s e n c ultivo s de  inte ré s c o me rc ia l. El sile nc iamie nto  de  ARN se  ha  aplic ado  e n 
una  g ran varie dad de  e spe c ie s c o n e l fin de  sile nc iar la  e xpre sió n de  g e ne s tanto  
e ndó g e no s c o mo  e xó g e no s, y tambié n para  a lte rar vías me tabó lic as g rac ias a  su 
c apac idad de  sile nc ia r múltip le s g e ne s e n fo rma  simultáne a  (59, 72-75). 

 

 

 

 

Página siguiente 

Figura 4. Mo de lo  simplific ado  de  lo s me c anismo s de  sile nc iamie nto  de  ARN. Las mo lé c ulas de  ARN de  do b le  
c ade na  (ARNdc ) - pro duc idas po r una  e nzima  ARN po lime rasa  de pe ndie nte  de  ARN (RDRP) a  partir de  un 
ARN de  simple  c ade na  (ARNsc ) o  una  ho rquilla  de  ARN, e tc . - so n re c o no c idas y pro c e sadas po r las 
pro te ínas DICER, dando  lug ar a  la  g e ne rac ió n de  ARNs pe que ño s (de  20 a  25 nuc le ó tido s). Esto s ARNs 
inte rfe re nte s pe que ño s pue de n se r re c o no c ido s po r pro te ínas Arg o nauta  (AGO) y dirig ir pro c e so s de  
sile nc iamie nto  de  la  e xpre sió n de  g e ne s c o n se c ue nc ias ho mó lo g as a  nive l transc ripc io na l, traduc c io na l y 
po st-transc ripc io na l y, e n a lg uno s o rg anismo s, pue de n tambié n se r utilizado s po r las RDRPs c o mo  
o lig o nuc le ó tido s c e bado re s para  sinte tizar ARNdc  se c undario s, e stab le c ie ndo  así un mante nimie nto  
autó no mo  de l sile nc iamie nto  de  ARN po r re tro a lime ntac ió n. El sile nc iamie nto  g é nic o  transc ripc io na l e sta  
dado  po r la  me tilac ió n de  histo nas de  ADN y la  subse c ue nte  re mo de lac ió n de  la  c ro matina  g e ne rando  la  
inhib ic ió n de  la  transc ripc ió n. El sile nc iamie nto  g é nic o  traduc c io na l pue de  o c urrir c uando  la  se c ue nc ia  de l 



Intro duc c ió n 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

  20 

ARN pe que ño  e s só lo  parc ia lme nte  c o mple me ntaria  a  la  se c ue nc ia  de l ARNm, dando  lug ar a  una  inhib ic ió n 
de  la  traduc c ió n a l inte rac c io nar c o n lo s ribo so mas. El sile nc iamie nto  g é nic o  po st-transc ripc io na l pare c e  se r 
e l más c o mún e n plantas y o c urre  c uando  la  se c ue nc ia  de l ARN pe que ño  e s to ta lme nte  c o mple me ntaria  a  
la  se c ue nc ia  de l ARNm, pe rmitie ndo  que  AGO c ata lic e  la  e sc isió n de l ARNm. Adaptado  de  (53, 57, 58, 60, 
72, 76, 77). 

 

 

 

So bre  e l c ultivo  de  papa  y la  b io te c no lo g ía  

La  papa  e s un c ultivo  na tivo  de  la  re g ió n de  lo s Ande s c o rre spo ndie nte  a  Chile , Bo livia , 
Ec uado r y Pe rú. Si b ie n, lo s prime ro s ve stig io s de  papa  po se e n e ntre  8.000 y 2.000 año s 
de  antig üe dad (78), se  c re e  que  e ste  c ultivo  fue  do me stic ado  po r prime ra  ve z 
a lre de do r de l año  200 A. C. (79). La  papa  fue  uno  de  lo s princ ipa le s c ultivo s de l pue b lo  
Inc a  y po ste rio rme nte , fue  intro duc ida  e n Euro pa  a  fine s de l Sig lo  XVI, lue g o  de  la  
c o nquista  de l Pe rú (www.po ta to 2008.o rg ). Ac tua lme nte , la  papa  e s uno  de  lo s tre s 
c ultivo s de  mayo r pro duc c ió n mundia l (80), e s c ultivado  e n apro ximadame nte  125 
pa íse s y más de  mil millo ne s de  pe rso nas la  c o nsume n de  fo rma  diaria  (81). Dado  que  
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la  de manda  de  c ultivo s se g uirá  aume ntando  a  c o nse c ue nc ia  de  la  c re c ie nte  
po b lac ió n humana , la  papa  e s c o nside rada  una  de  la s princ ipa le s a lte rnativas a  lo s 
c e re a le s para  re so lve r lo s pro b le mas de  a lime ntac ió n de  la  po b lac ió n mundia l (80, 82). 
Re a firmando  e sto , la s Nac io ne s Unidas de c laró  a  e l 2008 c o mo  "Año  Inte rnac io na l de  
la  Papa" (www.un.o rg / de pts/ dhl/ re sg uide / r60.htm). Aparte  de  la  impo rtanc ia  de l 
c ultivo  de  papa  c o mo  a lime nto  humano  y anima l (83), su a lmidó n e s utilizado  para  
pro duc ir p lástic o s b io de g radab le s y c o mbustib le  (e tano l), ade más de  se r tambié n un 
re c urso  c rític o  para  la  industria  fa rmac é utic a , te xtil, made re ra  y pape le ra  (84-87).  

El parde amie nto  e nzimátic o  e s un pro b le ma  impo rtante  para  lo s pro duc to re s de  
papa , ya  que  hasta  e l 20 % de  la  pro duc c ió n pue de  ve rse  c o mpro me tida  durante  la  
c o se c ha  y lo s po ste rio re s pro c e dimie nto s de  transpo rte , a lmac e namie nto  y d istribuc ió n 
(88). Este  fe nó me no  re duc e  la  a c e ptac ió n de  lo s c o nsumido re s, ya  que  a fe c ta  
ne g ativame nte  la  aparie nc ia  y la  c a lidad nutric io na l de  lo s tubé rc ulo s (41). Ade más, e l 
parde amie nto  e nzimátic o  e s e spe c ia lme nte  pro b le mátic o  para  la  industria  de  la  papa  
fre sc a , do nde  su pre ve nc ió n c o nlle va  a  un aume nto  de  lo s c o ste s de  pro duc c ió n. 
Ac tua lme nte , la  inhib ic ió n de l parde amie nto  pue de  re a lizarse  me diante  e l uso  de  
aditivo s na tura le s o  químic o s, sie ndo  lo s aditivo s c o n sulfito s lo s más utilizado s e n 
muc ho s pa íse s; aún e xistie ndo  e vide nc ias de  que  pue de n re sultar dañino s para  la  
sa lud humana  (89). Re c ie nte me nte  se  ha  sug e rido  que  la  se le c c ió n d ire c ta  para  
d ife re nte s c o mbinac io ne s a lé lic as de l g e n POT32 y e l e studio  de  b io marc ado re s 
me tabó lic o s po drían ayudar e n la  o b te nc ió n de  c ultivare s c o n me no r susc e ptib ilidad 
a l parde amie nto  e nzimátic o  (90, 91). Sin e mbarg o , c o nside rando  que  e l de sarro llo  de  
nue vas varie dade s de  papa  po r me jo ramie nto  c o nve nc io na l re quie re  de  a l me no s 15 
año s, y que  e ste  pro c e so  e stá  limitado  a l a c e rvo  g e né tic o  de  la  e spe c ie  o  de  e spe c ie s 
e stre c hame nte  re la c io nadas (81), la  ing e nie ría  g e né tic a  re sulta  una  a lte rnativa  
a trac tiva  para  me jo rar la  c a lidad de l c ultivo  de  papa . De  he c ho , de sde  e l info rme  
pio ne ro  do nde  se  de sc rib ió  que  la  e xpre sió n de  g e ne s antise ntido  de  PPO  e ra  c apaz 
de  re duc ir e l parde amie nto  e nzimátic o  e n tubé rc ulo s (39), o tro s traba jo s han e xpue sto  
e stra te g ias simila re s para  sile nc ia r e sta  e nzima  c o n e l fin de  me jo rar la  c a lidad 
a lime ntic ia  e n ve g e ta le s (92, 93). 

 

Se g uridad y pe rc e pc ió n de  lo s c ultivo s b io te c no ló g ic o s 

Si b ie n la  a c e ptac ió n de  lo s c ultivo s b io te c no ló g ic o s de  prime ra  g e ne rac ió n ha  ido  e n 
aume nto  e n to do  e l mundo  de sde  1996 (94), pre o c upac io ne s e ntre  c ie ntífic o s, 
c o nsumido re s y auto ridade s g ube rname nta le s so bre  la  se g uridad de  lo s c ultivo s 
transg é nic o s han c o nduc ido  a l de sarro llo  de  lo s c o nc e pto s de  “se g uridad 
c o mparativa ” y de  “e quiva le nc ia  sustanc ia l”  (95). El c o nc e pto  de  se g uridad 
c o mparativa  c o mpre nde  e l c a rác te r ana lític o  de  la  prime ra  e tapa  de  la  e va luac ió n 
de  la  se g uridad a lime ntaria  de  lo s c ultivo s b io te c no ló g ic o s, e n c o mbinac ió n c o n 
po ste rio re s e va luac io ne s to xic o ló g ic as y nutric io na le s (95). El c o nc e pto  de  
e quiva le nc ia  sustanc ia l, c o nside rado  parte  de  la  e va luac ió n de  se g uridad 
c o mparativa  (95), e stá  basado  e n la  ide a  de  que  lo s o rg anismo s pare nta le s pue de n 
se rvir c o mo  base  de  c o mparac ió n para  e va luar la  se g uridad de  un o rg anismo  
g e né tic ame nte  mo dific ado  (96). La  ló g ic a  de  e sta  c o mparac ió n e stá  basada  e n la  
supo sic ió n de  que  lo s c ultivo s ho mó lo g o s c o nve nc io na le s so n g e ne ra lme nte  
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c o nside rado s se g uro s, de b ido  a  su histo ria l de  uso . El c rite rio  e s, pue s, no  a lc anzar un 
nive l de  se g uridad abso luta , sino  e stab le c e r e l mismo  nive l de  se g uridad que  e s 
a c e ptado  para  lo s a lime nto s tradic io na le s. Co n e l fin de  aplic ar e sto s c o nc e pto s, e s 
indispe nsab le  re a lizar e studio s c o mparativo s de l me tabo lismo , la  fo to sínte sis, e l 
c re c imie nto  y e l re ndimie nto  (97) y, si e l c ultivo  transg é nic o  ha  sido  substanc ia lme nte  
mo dific ado , o  e xiste n inc e rtidumbre s c o n re spe c to  a  la  po sib le  o c urre nc ia  de  e fe c to s 
tó xic o s o  nutric io na l no  de se ado s, de be  c o nside rarse  la  re a lizac ió n de  e studio s de  
a lime ntac ió n e n un o rg anismo  animal mo de lo  (98). Para  e va luar la  o c urre nc ia  de  
po sib le s a lte rac io ne s no  inte nc io na le s, a c tua lme nte  se  utilizan aná lisis de  
transc riptó mic a , pro te ó mic a  y me tabo ló mic a  (99), sie ndo  e sta  última  la  más útil (100), 
ya  que  pe rmite  o b te ne r una  visió n g e ne ra l de l me tabo lismo  primario  y sus 
mo dific a c io ne s (100-102). Otras c ue stio ne s impo rtante s que  ne c e sitan se r abo rdadas 
so n lo s po sib le  rie sg o s de  to xic idad o  a le rg e nic idad que  pudie ran de rivarse  de l 
c o nsumo  de l c ultivo  g e né tic ame nte  mo dific ado  (98, 103). En e ste  se ntido , lo s e studio s 
b io info rmátic o s y de  a lime ntac ió n e n animale s c umple n un pape l c e ntine la  para  
ide ntific a r po sib le s e fe c to s no  de se ado s de  índo le  a le rg é nic a , to xic o ló g ic a  y 
nutric io na l (98). Po r o tro  lado , lo s e studio s de  aná lisis se nso ria le s so n e se nc ia le s para  e l 
de sarro llo  de  c ua lquie r nue vo  a lime nto  y fundame nta le s e n la  e va luac ió n de  c ultivo s 
transg é nic o s c o n me jo ras c ua lita tivas (104). Lo s e studio s se nso ria le s tambié n pue de n 
c o ntribuir sig nific a tivame nte  a  la  pe rc e pc ió n púb lic a  y a c e ptac ió n de  lo s a lime nto s 
g e né tic ame nte  mo dific ado s (104), e spe c ia lme nte  te nie ndo  e n c ue nta  la  c re c ie nte  
de manda  de  una  me jo r c a lidad de  a lime nto s po r parte  de  lo s c o nsumido re s (105).  

Se  e stima  que  la  pró xima  g e ne rac ió n de  c ultivo s b io te c no ló g ic o s, c o n be ne fic io s 
pe rc e ptib le s tanto  po r pro duc to re s c o mo  c o nsumido re s, me jo rará  la  pe rc e pc ió n 
púb lic a  de  lo s c ultivo s g e né tic ame nte  mo dific ado s (106). Sin e mbarg o , mie ntras e sta  
nue va  g e ne rac ió n de  c ultivo s b io te c no ló g ic o s se  e stá  de sarro llando , e s impo rtante  
e stab le c e r c rite rio s apro piado s tanto  para  e va luar su se g uridad c o mo  su c a lidad. En 
c o ntraste  c o n la  prime ra  g e ne rac ió n de  c ultivo s b io te c no ló g ic o s, do nde  únic ame nte  
se  mo dific a  una  c arac te rístic a  de l c ultivo  y, te nie ndo  e n c ue nta  que  las 
mo dific a c io ne s intro duc idas hasta  aho ra  no  se  c o nside ra  que  te ng an e fe c to s 
sig nific a tivo s so bre  e l me tabo lismo , la  pró xima  g e ne rac ió n de  c ultivo s b io te c no ló g ic o s 
añadirá  un nue vo  nive l de  c o mple jidad  inhe re nte  a  lo s me c anismo s subyac e nte s a  sus 
c arac te rístic as. Lo s e studio s c ie ntífic o s de stinado s a  dar re spue sta  a  e stas 
pre o c upac io ne s se g urame nte  c o ntribuirán a  aume ntar la  c o nc ie nc ia  púb lic a  so bre  lo s 
be ne fic io s y la  se g uridad de  la  b io te c no lo g ía  ve g e ta l.  

 

Darwiniana   

Inme rsas e n su e c o siste ma  y c o nfinadas po r su natura le za  sé sil, la s p lantas de be n 
hac e r fre nte  a  un sinnúme ro  de  c o ndic io ne s de sfavo rab le s sin c o ntar c o n la  o pc ió n 
de l e sc ape . Co mo  re sultado , durante  su e vo luc ió n, la s p lantas han de sarro llado  una  
se rie  de  e stra te g ias que  le s pe rmite n re spo nde r a  una  amplia  g ama  de  situac io ne s de  
e stré s (107). Esto s múltip le s me c anismo s fue ro n e me rg ie ndo  y apilándo se  a  lo  la rg o  de  

                                                             
 To mado  de  Ste phe n Jay Go uld (1977) “De sde  Darwin: re fle xio ne s so bre  histo ria  natural” (Eve r Sinc e  Darwin. 
Re fle c tio ns in Natural Histo ry). W. W. No rto n & Co mpany, Ne w Yo rk. 
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su histo ria  e vo lutiva , sie ndo  mo lde ado s y re te nido s po r la  a c c ió n de  pre sio ne s de  
se le c c ió n hasta  a lc anzar un e quilib rio  e ntre  aque llo s que  e n su c o njunto  me jo ran la  
aptitud  b io ló g ic a  (fitne ss) de  la s p lantas. A mo do  de  re pre se ntac ió n g rá fic a , po de mo s 
imag inar a  la s p lantas c o mo  nava jas suizas multiuso  c o n un jue g o  de  d ive rsas 
he rramie ntas a c umuladas durante  la  e vo luc ió n que  utilizan para  so luc io nar sus 
pro b le mas a l me jo r e stilo  de  Mac Gyve r .  

Al se r la  e vo luc ió n un pro c e so  no  d irig ido , e n a lg uno s c aso s, e sto s d istinto s me c anismo s 
po drán inte rac c io nar dando  re sultado s ne utra le s o  siné rg ic o s. Alte rnativame nte , 
tambié n po drían e xistir c aso s e n do nde  e sto s me c anismo s se an c apac e s de  inte rfe rirse  
uno s a  o tro s, re duc ie ndo  su e fic ac ia . Po r e nde , no  e s a lo c ado  pe nsar que  a lg uno s 
c o mpo ne nte s de  e sta  p lé to ra  de  me c anismo s se rán c o nse rvado s a  lo  la rg o  de  la  
e vo luc ió n a  pe sar de  que  g e ne re n e ste  tipo  de  inte rfe re nc ias ne g ativas si a l fina l de l 
d ía , c o ntar c o n ambo s me c anismo s, pro po rc io na  una  me jo r adaptac ió n a l me dio  
ambie nte . Po r lo  tanto , si a l e liminar e xpe rime nta lme nte  a lg uno  de  e sto s 
c o mpo ne nte s/ me c anismo s, no s e nc o ntramo s c o n que  la  aptitud  b io ló g ic a  de l 
o rg anismo  mo dific ado  e s supe rio r a  la  de l o rg anismo  pare nta l silve stre , e stare mo s 
fre nte  a  una  fue rte  e vide nc ia  de  que  e l c o mpo ne nte / me c anismo  e n c ue stió n se  
hub ie ra  pe rdido  a  lo  la rg o  de  la  e vo luc ió n a  no  se r que  fue ra  mante nido  po r pre sio ne s 
de  se le c c ió n lo  sufic ie nte me nte  fue rte s c o mo  para  justific a r su pe rmane nc ia . Este  
razo namie nto  e s fundame nta l para  la  c o mpre nsió n de l mo de lo  so bre  e l ro l b io ló g ic o  
de  la s po life no l o xidasas pro pue sto  e n e sta  te sis. 

Fina lme nte , c o nside rando  la  re le vanc ia  inte le c tua l y prác tic a  de  la s e nzimas po life no l 
o xidasas, e sta  te sis ve rsa  tanto  so bre  aspe c to s b io ló g ic o s c o mo  prác tic o s de  su 
e studio . 

                                                             
 Mac Gyve r fue  una  se rie  de  te le visió n no rte ame ric ana  de  lo s año s 80-90 e n la  que  su pro tag o nista , 
Mac Gyve r, te nía  la  hab ilidad de  sa lir de  c ua lquie r aprie to  utilizando  e le me nto s simple s y su 
inse parab le  nava ja  suiza  multiuso . 
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Obje tivo s 

 

 
Esta  te sis c o nstó  de  do s o b je tivo s g e ne ra le s: 

1) Un o b je tivo  de  c arác te r prác tic o , que  c o nsistió  e n de sarro lla r, c a rac te rizar y e va luar 
la  se g uridad de  p lantas de  papa  (So lanum tube ro sum, varie dad Spunta ) transg é nic a  
c o n ba jo s nive le s de  a c tividad po life no l o xidasa  (PPO).  

2) Un o b je tivo  de  índo le  inte le c tua l, que  c o nsistió  e n la  e mpre sa  de  g e ne rar nue vo  
c o no c imie nto  a c e rc a  de  la s e nzimas PPO para  inte ntar c o ntribuir a  su e nte ndimie nto .  

Para  c umplir c o n e l prime r o b je tivo  se  pro puso : 

I. De sarro lla r un plásmido  para  sile nc ia r múltip le s mie mbro s de  la  familia  g é nic a  
de  PPO de  papa . 

II. Obte ne r p lantas transg é nic as de  papa  transfo rmadas c o n e l p lásmido  de  
sile nc iamie nto  para  la  familia  g e ne s de  PPO de  papa . 

III. Carac te rizar la s p lantas transg é nic as o b te nidas e n c o ndic io ne s de  inve rnade ro . 

IV. Eva luar la  ino c uidad a lime ntaria  de l c ultivo  transg é nic o  de sarro llado . 

Para  c umplir c o n e l se g undo  o b je tivo  se  pro puso : 

I. Estudiar la s implic anc ias me tabó lic as de  re duc ir la  a c tividad de  PPO e n un 
ve g e ta l. 

II. Eva luar la s implic anc ias e c o ló g ic as de  re duc ir la  a c tividad de  PPO e n un 
ve g e ta l. 

III.  Estudiar la  e vo luc ió n de  la s e nzimas PPO. 
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Mate ria le s y Mé to do s 

 

 
De c larac ió n é tic a   

To do s lo s pro c e dimie nto s e xpe rime nta le s c o mpre ndie ndo  animale s y humano s fue ro n 
apro bado s po r e l Co mité  de  Bio é tic a  de l Instituto  de  Bio lo g ía  y Me dic ina  Expe rime nta l 
(IBYME-CONICET), e n c o nfo rmidad c o n la  de c la rac ió n de  He lsinki y la  Dire c tiva  
RD_N° 1047-1005 para  la  inve stig ac ió n é tic a  de l Co nse jo  Nac io na l de  Inve stig ac io ne s 
Cie ntífic as y Té c nic as (CONICET) de  Arg e ntina . 

 

Co nstruc c ió n de l ve c to r de  sile nc iamie nto  y o bte nc ió n de  las 
plantas transg é nic as -PPO 

Para  la  c o nstruc c ió n de l ve c to r de  sile nc iamie nto  de  po life no l o xidasas (PPO ) se  o ptó  
po r un d ise ño  de  ho rquilla , ya  que  e ste  tipo  de  e stra te g ia  pe rmite  sile nc iamie nto s 
a ltame nte  e fic ie nte s e n plantas (108, 109). El c asse tte  de  sile nc iamie nto  (Vé ase  Fig ura  
6) c o ntie ne  un pro mo to r CaMV 2x35S (pro mo to r 35s de l virus de l mo sa ic o  de l c o liflo r), 
se g uido  de  un frag me nto  de  376 nuc le ó tido s (ppo i) c o rre spo ndie nte  a  la  re g ió n 5’  de l 
g e n de  PPO de  papa  (núme ro  de  a c c e so  de  Ge nBank: U22921) e n o rie ntac ió n se ntido  
(ppo i S), un intró n pro c e sab le  de  840 nuc le ó tido s c o rre spo ndie nte  a l intró n 1 de  la  
Fo sfo e no lpiruvato  c arbo xila sa  1 de  papa , (ppc 1i1, núme ro  de  a c c e so  de  Ge nBank: 
X90982), e l frag me nto  ppo i e n o rie ntac ió n antise ntido  (ppo i A) y un te rminado r NOS 
(te rminado r de  la  no pa lino  sinte tasa  de  Ag ro bac te rium tume fac ie ns). Lo s frag me nto s 
se ntido  y antise ntido  de  ppo i y e l intró n ppc 1i1 fue ro n o b te nido s me diante  
amplific a c ió n po r PCR (de  sus sig las e n ing le s Po lyme rase  Cha in Re ac tio n: Re ac c ió n e n 
Cade na  de  la  Po lime rasa ), usando  ADN g e nó mic o  de  papa  varie dad Spunta  c o mo  
mo lde . El frag me nto  ppo i se ntido  fue  amplific ado  utilizando  lo s inic iado re s 
Po t32se nse Fwd (5'-CCACTCGAGTGAGCAATAATGGCAAGCTTGTG-3') y Po t32se nse Re v 
(5'-CCGGATATCATCATCAGGCTTAGGCGCGC-3'). El frag me nto  ppc 1i1 fue  
amplific ado  utilizando  lo s inic iado re s Ppc 1i1Fwd (5'-GTATGCATTTTTCCCAATTTATG-3') y 
Ppc 1i1Re v (5'-ACCTAATGTGAGATTGAAAATATC-3'). El frag me nto  ppo i antise ntido  fue  
amplific ado  utilizando  lo s inic iado re s Po t32antise nse Fwd (5'-AAAACTGCAGCTTTCTCCA 
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TATCATCAGGCTTAG-3') y Po t32antise nse Re v (5'-TCCTCTAGATGAGCAATAATGGCAAG 
CTTGTG-3'). Estas re ac c io ne s de  PCR se  re a lizaro n e n un vo lume n de  20 μl y la s 

c o ndic io ne s de  c ic lado  fue ro n 95 °C durante  10 min se g uido  de  35 c ic lo s de  95 °C 
durante  30 s, 55 °C durante  1 min, 72 °C durante  1 o  2 min y un paso  fina l de  e xte nsió n 
de  10 min a  72 °C. El c asse tte  de  sile nc iamie nto  fue  c o nstruido  utilizando  té c nic as 
c lá sic as de  b io lo g ía  mo le c ular y utilizando  bac te rias Esc he ric hia  c o li DH5αF’  [F’ / e ndA1 

hdR17(rk- mk+) supE44 thi-1 re c A1 g yrA96 (Na lr) re lA1 Δ(la c ZYA-arg F)U169 

(m80lac ZΔM15)] o  DH10B [F- mrc A Δ(mrr-hdRMS-mc rBC) ∅80dlac Z ΔM15 Δla c X74 de o R 

re c A1 e ndA1 araΔ139D (ara , le u) 7697 g a lU g a lK λ- rpsL nupG] e  intro duc ido  de ntro  de l 

ve c to r b inario  pPZP-Hyg  (110). Subse c ue nte me nte , la  c o nstruc c ió n fue  transfe rida  a  la  

c e pa  de  Ag ro bac te rium tume fac ie ns GV3101 [GV3101:pM90RK: pMP90RK (pTiC58ΔT-

DNA)] po r e le c tro po rac ió n. Lo s c ultivo s de  Esc he ric hia  c o li se  mantuvie ro n a  37 °C y lo s 
c ultivo s de  Ag ro bac te rium tume fac ie ns se  mantuvie ro n a  28 °C e n me dio s LB (Luria -
Be rtani) y p la c as LB-ag ar (111), ad ic io nado s c o n lo s antib ió tic o s c o rre spo ndie nte s.  

Las p lantas transg é nic as se  o b tuvie ro n po r transfo rmac ió n de  d isc o s de  tubé rc ulo  de  
papa  (So lanum tube ro sum, varie dad Spunta ) lib re s de  pa tó g e no s me diante  c o -c ultivo  
c o n Ag ro bac te rium tume fac ie ns (112), c o n la  adic ió n de  10 mg / L de  a c e to siring o na  a l 
me dio  de  c ultivo  para  po te nc iar la  infe c tividad de  A. Tume fac ie ns (113). Lo s 
po te nc ia le s b ro te s transg é nic o s se  se le c c io naro n e n me dio  só lido  c o nte nie ndo  4 mg / L 
de  hig ro mic ina . Las líne as transg é nic as fue ro n mic ro pro pag adas in vitro  e n me dio  
só lido  MS-ag ar (114), suple me ntado  c o n 2-3 % sac aro sa . Las p lantas in vitro  se  
mantuvie ro n e n c uarto s de  c ultivo  a  25 °C y c o n fo to pe rio do  de  16 h de  luz/ 8 h de  
o sc uridad. Las p lantas re g e ne radas in vitro  fue ro n trasladado s a  mac e tas de  4 litro s y 
mante nidas ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro  (25 ± 3 °C). Durante  e l pe río do  de  
invie rno , la  luz na tura l se  suple me ntó  c o n lámparas de  so dio  que  pro po rc io naban 100-
300 µmo l/ s/ m2 c o n un fo to pe rio do  de  16 h de  luz/ 8 h de  o sc uridad.  

 

Extrac c ió n de  pro te ínas, e nsayo  de  ac tividad PPO y aná lisis 
de  pro te ínas po r inmuno químic a  (we ste rn b lo t) 

Lo s e xtrac to s pro te ic o s se  o b tuvie ro n a  partir de  te jido s de  ho jas o  tubé rc ulo s 
ho mo g e ne izado s e n una  pro po rc ió n de  200 mg  de  pe so  fre sc o  po r c ada  1 ml de  
so luc ió n de  ho mo g e ne izac ió n (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 2 mM β-me rc apto e tano l (β-Me ); 

0,1 mM fluo ruro  de  fe nilme tilsulfo nilo  (PMSF); 1 μg / ml le upe ptina ; 3 % [p / v] 

po livinilp irro lido na  (PVPP); 1 mM ác ido  e tile ndiamino te traac é tic o  d isó dic o  (Na 2 EDTA) y 
20 % g lic e ro l). El ho mo g e nato  se  c e ntrifug ó  a  10000 × g  a  4 °C durante  20 min y e l 
so bre nadante  se  utilizó  para  la  c uantific a c ió n de  pro te ínas, la  e va luac ió n de  la  
a c tividad de  PPO y la  e va luac ió n de  la  pre se nc ia  de  la  e nzima  PPO po r we ste rn 
b lo t. La  c antidad de  pro te ína  to ta l se  c uantific ó  po r e l mé to do  de  Bradfo rd  (115), 
usando  a lbúmina  sé ric a  bo vina  c o mo  e stándar. Lo s e nsayo s de  a c tividad de  PPO se  
re a lizaro n c o n 2 μg  de  pro te ína  e n un vo lume n de  1000 μl de  so luc ió n 20 mM fo sfa to  

(pH 6) c o ntie ndo  4 mM Mg Cl2 y 10 mM L-DOPA (3-(3,4-d ihidro xife nil)-L-a lanina ). La  
ac tividad de  PPO fue  se g uida  po r e l c ambio  e n la  abso rbanc ia  a  475 nm de b ido  a  la  
o xidac ió n de  la  L-DOPA. Se  añadió  c a ta lasa  (84 U/ μl) a  la s mue stras ante s de l aná lisis 

para  e vita r la  o xidac ió n de l sustra to  de b ida  a  la  a c tividad de  pe ro xidasas (34). Lo s 



Mate riale s y Mé to do s 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

  27 

e nsayo s de  a c tividad e n g e l se  re a lizaro n c o n 20 μg  de  pro te ínas re sue ltas e n g e le s 

na tivo s de  po lia c rilamida  (PAGE) y so luc ió n Tris-base  (3 g  Tris-base  y 14,4 g / L de  g lic ina  
pH 8,3) se g ún lo  de sc ripto  po r Niranjan-Ra j e t a l. (116), c o n un g e l de  se parac ió n de  8 
% (p / v) y un g e l de  c o nc e ntrac ió n de  5 % (p / v). La  c o rrida  e le c tro fo ré tic a  se  re a lizó  a  
un vo lta je  c o nstante  de  100 V. La  me dic ió n de  a c tividad de  PPO e n g e l se  re a lizó  e n 
un ag itado r ro ta to rio  lavando  varias ve c e s lo s g e le s e n ag ua  de sio nizada  e  
inc ubándo lo s lue g o  e n so luc ió n fo sfa to  de  so dio  100 mM (pH 7,0) c o nte nie ndo  10 mM 
de  L-DOPA. Una  ve z que  se  o bse rvaro n bandas o sc uras e n e l g e l, indic ando  ac tividad 
de  PPO, se  inhib ió  la  re ac c ió n c o n NaN3 e n una  c o nc e ntrac ió n fina l de  2 mM. Lo s 
aná lisis de  inmuno químic a  (we ste rn b lo t) se  re a lizaro n se g ún lo  de sc ripto  po r Lae mmli 
(117), de snatura lizando  10 μg  de  pro te ína  po r e bullic ió n durante  5 min e n so luc ió n de  

c arg a  (300 mM Tris-HCl pH 6,8; 10 % do de silsulfa to  só dic o  (SDS); 0,1 % azul de  
b ro mo fe no l (BPB); 150 mM ditio tre ito l (DTT) y 50 % g lic e ro l) y re so lvie ndo  lo s e xtrac to s 
pro te ic o s po r SDS-PAGE e  inmo vilizándo lo s so bre  me mbranas de  po livinilide no -fluo ruro  
(PVDF) (Pe rkin Elme r, EE.UU.). La  pre se nc ia  de  PPO se  de te c tó  utilizando  antic ue rpo s 
po lic lo na le s de  c o ne jo  anti-PPO (118) e n c o mbinac ió n c o n antic ue rpo s de  c abra  anti-
Ig G de  c o ne jo  c o njug ado s a  fo sfa tasa  a lc a lina . La  ig ua ldad de  c arg as fue  ve rific ada  
c o rrie ndo  e n para le lo  g e le s te ñido s c o n azul de  Co o massie .  

 

Análisis de  ADN 

El ADN se  o b tuvo  se g ún lo  de sc ripto  po r Edwards (119) para  e l aná lisis de  PCR y se g ún 
lo  de sc ripto  po r Murray (120) para  e l aná lisis de  So uthe rn b lo t (121). El núme ro  
apro ximado  de  c o pias de  la  c o nstruc c ió n de  sile nc ia mie nto  pre se nte s e n la s líne as -

PPO se  de te rminó  po r e l aná lisis de  So uthe rn b lo t (121), utilizando  10 µg  de  ADN 

g e nó mic o  (ADNg ) d ig e rido  po r 5 h a  37 °C c o n 20 U de  la  e nzima  de  re stric c ió n Hind III 
(Ne w Eng land Bio labs, EE.UU.). Las mue stras de  ADNg  dig e rido  fue ro n c o rridas po r 12 h 
a  35 v e n un g e l de  ag aro sa  0,8 % de  21 c m de  la rg o . Las mue stras fue ro n transfe ridas 
po r vac ío  durante  4 h a  una  me mbrana  Ame rsham Hibo nd+ (Ge ne ra l Ele c tric  
He a lthc are , Re ino  Unido ). Un frag me nto  de  543 pare s de  base s de l pro mo to r 2x35S 
amplific ado  po r PCR c o n lo s o lig o nuc le ó tido s 35S-01566Fwd (5'-TTACAGAGGCAAGAG 

CAGCA-3') y 35S-01567Re v (5'-GAAGCAAGCCTTGAATCGTC-3') y marc ado  c o n α[32P]-

dATP fue  utilizado  c o mo  so nda . Esta  re ac c ió n de  PCR se  re a lizó  e n un vo lume n de  20 µl 

y la s c o ndic io ne s de  c ic lado  fue ro n 95 °C durante  10 min se g uido  de  35 c ic lo s de  95 °C 
durante  30 s, 58 °C durante  30 s, 72 °C durante  1 min y un paso  fina l de  e xte nsió n de  
10 min a  72 °C. La  me mbrana  fue  pre hibridada  c o n 14 ml de  so luc ió n Ame rsham 
Rapid-Hyb  (Ge ne ra l Ele c tric  He a lthc are , Re ino  Unido ) po r 2 h y po ste rio rme nte  se  
ag re g aro n 1,5 millo ne s de  c ue ntas po r minuto  (CPM) de  la  so nda  2x35S po r c ada  1 ml 
de  so luc ió n Ame rsham Rapid-Hyb  (21 millo ne s de  CPMs to ta le s). La  me mbra na  se  
hibridó  po r 12 h a  65 °C e n un ho rno  ro ta to rio  de  hibridac ió n Ame rsham (Ge ne ra l 
Ele c tric  He a lthc are , Re ino  Unido ) y lue g o  fue  lavada  c o n 2X SSC (So luc ió n de  c itra to  
de  so dio : 300 mM NaCl y 30 mM c itra to  de  so dio ) suple me ntado  c o n 0,1 de  % SDS y 
e xpue sta  po r 48 h a  una  plac a  radio se nsib le  que  fue  re ve lada  utilizando  un e quipo  
Typho o n (Ge ne ra l Ele c tric  He a lthc are , Re ino  Unido ). 

La  inte g ridad de l c asse tte  de  sile nc iamie nto  intro duc ido  e n las p lantas transg é nic as se  
de te rminó  po r PCR utilizando  lo s o lig o nuc le ó tido s 2x35SFwd3' (5'-ATCTCCACTGACGTA 
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AGGGA-3'); NOS-tRe v5' (5'-TGATAATCATCGCAAGACCG-3'); PPC1i1Fwd (5'-GAGAGGA 
TATCAAAGAAACAG-3') y PPC1i1Re v (5'-GCTCATAACACTCTTGGACC-3'). Lo s pro duc to s 
de  PCR fue ro n ana lizado s po r e le c tro fo re sis e n g e le s de  ag aro sa  a l 1 % y te ñido s c o n 

bro muro  de  e tid io . Estas re ac c io ne s de  PCR se  re a lizaro n e n un vo lume n de  20 µl y la s 

c o ndic io ne s de  c ic lado  fue ro n 95 °C durante  10 min se g uido  de  35 c ic lo s de  95 °C 
durante  30 s, 55 °C durante  1 min, 72 °C durante  2 min y un paso  fina l de  e xte nsió n de  
10 min a  72 °C.  

Para  re duc ir la  variab ilidad e n la  c a lidad de l ADN e ntre  la s mue stras de  lo s 
e xpe rime nto s de  infe c c ió n c o n Phyto phtho ra  infe stans, se  de sarro lló  un únic o  
pro to c o lo  para  a isla r e l ADNg  de  c ultivo s de  P. infe stans puro s y de  tubé rc ulo s y ho jas 
de  papa  tanto  infe c tado s c o mo  no  infe c tado s. Las mue stras se  ho mo g e ne izaro n 
me c ánic ame nte  a  razó n de  10 mg  de  pe so  fre sc o  c ada  1 ml de  so luc ió n de  lisis (200 
mM Tris-HCl pH 8; 100 mM NaCl; 25 mM Na 2 EDTA; 3 % [p / v] SDS y 125 mg / ml de  
pro te inasa  K añadida  inme dia tame nte  ante s de l uso ). Lo s e xtrac to s se  inc ubaro n a  37 
°C durante  1 h y se  me zc laro n c o n un vo lume n de  so luc ió n de  e xtrac c ió n (100 mM Tris-
HCl pH 8; 2,5 M NaCl; 20 mM Na 2 EDTA; 2 % [p / v] CTAB (bro muro  de  c e tiltrime tilamo nio ) 

y 2 % [v/ v] β-me  ag re g ado  ante s de  su uso ). Lo s ho mo g e nato s se  inc ubaro n a  65 °C 

durante  15 min, se  me zc laro n c o n un vo lume n de  fe no l-c lo ro fo rmo -a lc o ho l iso amílic o  
[25:24:1] y se  c e ntrifug aro n a  10000 × g  a  te mpe ra tura  ambie nte  durante  10 min. Las 
fase s a c uo sas fue ro n transfe ridas a  tubo s nue vo s y se  me zc laro n c o n 100 µg / ml de  
RNasa  A. Las mue stras se  inc ubaro n 30 min a  37 °C y lue g o  se  adic io naro n 0,25 
vo lúme ne s de  2 M NaCl-4 % [p / v] PEG6000 y 0,7 vo lúme ne s de  a lc o ho l iso pro pílic o . Las 
me zc las fue ro n c e ntrifug adas a  15000 × g  a  te mpe ra tura  ambie nte  durante  20 min y e l 
so bre nadante  fue  de sc artado . De spué s de  la  c e ntrifug ac ió n, lo s pre c ip itado s fue ro n 

lavado s c o n 1 ml de  e tano l 70 % (v/ v) frío , se c ado s a l a ire  y re suspe ndido s e n 50 µl de  

so luc ió n TE (10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8). Po ste rio rme nte , la s mue stras 
purific adas fue ro n c uantific adas po r e spe c tro sc o pia  utilizando  un apara to  Nano Dro p 
(The rmo  Sc ie ntific , EE.UU.) y su inte g ridad fue  e va luada  po r e le c tro fo re sis e n g e le s de  
ag aro sa  1 %. Las mue stras de  ADN fue ro n a lmac e nadas a  -20 °C hasta  se r usadas. 

 

Mo nito re o  de  Phyto phtho ra infe stans po r PCR c uantita tiva   

Lo s o lig o nuc le ó tido s EF-1αFwd (5'-TGAGGCAAACTGTTGCTGTC-3') y EF-1αRe v (5'-TGGA 

AACACCAGCATCACAC-3') d ise ñado s e n base  a  la  se c ue nc ia  de l g e n de l Fac to r de  

e lo ng ac ió n 1-α de  S. tube ro sum (EF-1α, núme ro  de  a c c e so  de  Ge nBank: AB061263.1) 

se  utilizaro n para  c uantific a r e l ADNg  de  S. tube ro sum. Lo s o lig o nuc le ó tido s PiO8-3-
3Fwd (5'-CAATTCGCCACCTTCTTCGA-3') y PiO8-3-3Re v (5'-GCCTTCCTGCCCTCAAGAA 
C-3') (53, 122) d ise ñado s so bre  se c ue nc ias a ltame nte  re pe titivas de l g e no ma  de  P. 

infe stans (123) se  utilizaro n para  c uantific a r e l ADNg  de  P. infe stans. Las c o ndic io ne s de  
c ada  PCR c uantita tiva  (qPCR) fue ro n o ptimizadas e n lo  que  re spe c ta  a  la  e nzima  Taq  
Pla tinum ADN po lime rasa  (0,5 U po r re ac c ió n para  ambo s amplic o ne s. Invitro g e n, 
EE.UU.), lo s o lig o nuc le ó tido s (1 µM para  EF-1α y 0,75 µM para  PiO8. Alpha  DNA, 

Canadá ), la  c o nc e ntrac ió n de  Mg Cl2 (3 mM para  Ef-1α y 2 mM para  PiO8), la  

c o nc e ntrac ió n de  la  me zc la  de  dNTPs (0,5 mM para  ambo s amplic o ne s) y la s 
te mpe ra turas de  adquisic ió n de  la  se ña l de  fluo re sc e nc ia . Las qPCRs se  re a lizaro n e n 
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un vo lume n to ta l de  20 µl, usando  SYBR Gre e n I (1 µl po r re ac c ió n de  una  d iluc ió n 
1/ 1000 e n d ime til sulfó xido  (DMSO) de  10000 X SYBR Gre e n I Invitro g e n, EE.UU.) e n un 
e quipo  Ro to r-Ge ne  6000 (Co rbe tt Life  Sc ie nc e s, Austra lia ). Las c o ndic io ne s de  c ic lado  
fue ro n de  95 °C durante  10 min se g uido  de  40 c ic lo s de  10 s a  95 °C , 15 s a  60 °C (para  
EF-1α) o  58 °C (para  PiO8), 20 s a  72 °C y 1 s para  la  adquisic ió n de  la  se ña l de  

fluo re sc e nc ia  a  te mpe ra turas de  79 °C (para  EF-1α) o  76 °C (para  PiO8). Tre s ré plic as se  

lle varo n a  c abo  para  c ada  mue stra  y lo s va lo re s pro me dio  fue ro n utilizado s. Las 
re ac c io ne s de  qPCR para  c ada  frag me nto  se  re a lizaro n junto  a  c urvas e stándar de  

d iluc ió n de  ADNg  (124). Las e fic ie nc ias de  la s qPCRs para  EF-1α y PiO8 se  o b tuvie ro n 

me diante  c urvas e stándar he c has po r trip lic ado  c o n ADNg  de  S. tube ro sum y ADNg  
de  P. infe stans, re spe c tivame nte . Las e fic ie nc ias de  la s qPCRs se  c a lc ularo n se g ún la  
e c uac ió n: E = [(10(-1/ pe ndie nte )) - 1] x 100. Lo s va lo re s de  PiO8 fue ro n no rmalizado s c o n lo s 
va lo re s c o rre spo ndie nte s de  EF-1α para  c ada  mue stra  individua l. Lo s va lo re s pro me dio  

o b te nido s a  lo s 6 d ías po st ino c ulac ió n (dpi) se  fija ro n e n 100 % y to do s lo s de más 
va lo re s se  no rmalizaro n c o n lo s va lo re s o b te nido s para  la s mue stras o b te nidas a  6 dpi. 

 

Análisis de  ARN 

El ARN to ta l se  e xtra jo  utilizando  Trizo l (Invitro g e n, EE.UU.) se g ún las instruc c io ne s de l 
fabric ante  y se  c uantific ó  me diante  e spe c tro sc o pia  utilizando  un apara to  Nano Dro p 
(The rmo  Sc ie ntific , EE.UU.). La  inte g ridad de l RNA fue  e va luada  po r e le c tro fo re sis e n 
g e le s de  ag aro sa  1 %. Las mue stras de  ARN fue ro n tra tadas c o n DNasa  I lib re  de  
RNasas (Pro me g a , EE.UU. o  Applie d  Bio syste ms/ Ambio n, EE.UU.) se g ún las instruc c io ne s 
de  lo s fabric ante s y la  sínte sis de  ADNc  (ADN c o pia ) se  lle vó  a  c abo  utilizando  e l Kit de  
transc ripc ió n inve rsa  Supe rsc ript III (Invitro g e n, EE.UU.) se g ún las instruc c io ne s de l 

fabric ante , utilizando  o lig o nuc le ó tido s he xáme ro s a le a to rio s y 2 µg  de  ARN to ta l. La  

e xpre sió n de  lo s mie mbro s de  la  familia  de  g e ne s PPO : POT32 (núme ro  de  a c c e so  de  
Ge nBank: U22921); POT33 (núme ro  de  a c c e so  de  Ge nBank: U22922) y NOR333 (núme ro  
de  a c c e so  de  Ge nBank: M95196), fue  mo nito re ada  po r RT-qPCR (transc ripc ió n inve rsa  
y PCR c uantita tiva ) utilizando  lo s o lig o nuc le ó tido s POT32rtFwd (5'-CATGCAAGGTTACC 
AATAATAACG-3') y POT32rtRe v (5'-GCAACACCATAAAGACCACCT-3'); POT33rtFwd (5'-
TTTCTAATAGTGGTGACCAAAACC-3') y POT33rtRe v (5'-GCATTAGCAACACCATAAAGAC 
C-3'); y NOR333rtFwd (5'-AAGAAGGTGTTGATGTGTCATAC-3') y NOR333rtRe v (5'-CGGAT 
GCGGAGTTTAGTCAT-3'), re spe c tivame nte . Lo s o lig o nuc le ó tido s CuDo mPPOfwd (5'-
TTTAAGCAACAAGCTAATATACATTGTGC-3') y CuDo mPPOre v (5'-TCTATGGAACGGGAA 
GAAAAGCC-3'), d ise ñado s para  amplific a r e l do minio  c o nse rvado  de  unió n a  c o bre  A 
(CuDo mA) de  lo s g e ne s de  PPO , fue ro n utilizado s para  e va luar c o njuntame nte  la  
abundanc ia  re la tiva  de  to das la s iso fo rmas de  ARNm de  PPO . La  e xpre sió n de  lo s 
g e ne s de  la  Fe nila lanina  amo nio -lia se  1 (PAL-1, núme ro  de  a c c e so  de  Ge nBank: 
X63103.1), la  Pro te ína  re la c io nada  c o n la  pa to g é ne sis 1 (PR-1, núme ro  de  a c c e so  de  
Ge nBank: AJ250136.1 y AY050221.1) y la  Quitinasa  de  c lase  2 (CHTA, núme ro  de  
a c c e so  de  Ge nBank: U49970.1, U49969.1, AF024537.1 y AF024538.1) fue  mo nito re ada  
po r RT-qPCR utilizando  lo s o lig o nuc le ó tido s PAL-1Fwd (5´-GCAAACTTGAC 
GCTGATGAA-3´) y PAL-1Re v (5´-CGTTCATCACTTCAGCGAAA-3´); PR-1Fwd (5´-TGGTAC 
CAACCAATGTGCA A-3´) y PR-1Re v (5´-AATGAACCACCATCCGTTGT-3´); y ChtAFwd 
(5´-GCCAGGGTACGGTGTCATTA-3´) y ChtARe v (5´-TTCACCAGTGGGACCATTCA-3´), 
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re spe c tivame nte . El g e n de l Fac to r de  e lo ng ac ió n 1-α (EF-1α, núme ro  de  a c c e so  de  

Ge nBank: AB061263.1) de  S. tube ro sum se  utilizó  c o mo  c o ntro l e ndó g e no  ya  que  se  ha  
de mo strado  que  e s e l g e n más ade c uado  para  la  no rmalizac ió n de  la  e xpre sió n 

g é nic a  e n papa  po r RT-qPCR (125). La  e xpre sió n de l g e n EF-1α se  midió  utilizando  lo s 

o lig o nuc le ó tido s EF-1αFwd (5'-TGAGGCAAACTGTTGCTGTC-3') y Ef-1αRe v (5'-TGGAAAC 

ACCAGCATCACAC-3').  

Las c o ndic io ne s de  RT-qPCR fue ro n o ptimizadas e n lo  que  re spe c ta  a  la  e nzima  Taq  
Pla tinum ADN po lime rasa  (0,5-1,5 U. Invitro g e n, EE.UU.), lo s o lig o nuc le ó tido s (0,5-1 µM. 
Alpha  DNA, Canadá ), la  c o nc e ntrac ió n de  Mg Cl2 (2-3 mM), la  c o nc e ntrac ió n de  la  
me zc la  de  dNTPs (0,2-0,5 mM. Ne w Eng land Bio labs, EE.UU.) y la s te mpe ra turas de  
adquisic ió n de  la  se ña l de  fluo re sc e nc ia  (72-79 °C). Las re ac c io ne s de  RT-qPCR se  
re a lizaro n e n un vo lume n to ta l de  20 µl, usando  SYBR Gre e n I (1 µl po r re ac c ió n de  una  
d iluc ió n 1/ 1000 e n d ime til sulfó xido  (DMSO) de  10000 X SYBR Gre e n I Invitro g e n, EE.UU.) 
e n un e quipo  Ro to r-Ge ne  6000 (Co rbe tt Life  Sc ie nc e s, Austra lia ) y c o n ~10 ng  de  ADNc  
c o mo  mo lde . Las c o ndic io ne s de  c ic lado  fue ro n de  95 °C durante  10 min se g uido  de  
40 c ic lo s de  10-30 s a  95 °C , 15-30 s a  55-60 °C , 20-30 s a  72 °C y 1 s a  la  te mpe ra tura  
ó ptima  de  adquisic ió n de  la  se ña l de  fluo re sc e nc ia . To do s lo s amplic o ne s fue ro n 
amplific ado s po r trip lic ado  a  partir de  la  misma  pre parac ió n de  ARN y e l va lo r 
pro me dio  fue  utilizado . Las re ac c io ne s de  RT-qPCR para  c ada  g e n se  re a lizaro n junto  a  
c urvas de  d iluc io ne s e stánda r de  ADNc  to ta l (124). Las e fic ie nc ias de  la s RT-qPCRs se  
o b tuvie ro n me diante  c urvas e stándar he c has po r trip lic ado  c o n ADNc  de  S. 

tube ro sum. Las e fic ie nc ias de  la s RT-qPCRs se  c a lc ularo n se g ún la  e c uac ió n: E = [(10(-

1/ pe ndie nte )) - 1] x 100. To do s lo s va lo re s de  RT-qPCR se  no rmalizaro n c o n lo s nive le s 
e ndó g e no s de l g e n de  re fe re nc ia  EF-1α y lo s va lo re s de  e xpre sió n de  plantas silve stre s 

(WT, de  sus sig las e n ing le s Wild  Type ) no  infe c tadas. Las c o ndic io ne s de  re ac c ió n de  
RT-PCR (transc ripc ió n re ve rsa  se g uida  de  PCR) fue ro n las mismas que  la s utilizadas para  
RT-qPCR pe ro  c o n so lo  25 c ic lo s de  re ac c ió n. 

 

Análisis b io info rmátic o  de  re ac tividad c ruzada  c o n a lé rg e no s 

Para  e va luar la  pro bab ilidad de  que  po sib le s se c ue nc ias amino ac íd ic as de rivadas de  
la  c o nstruc c ió n intro duc ida  e n la s p lantas transg é nic as tuvie ran ho mo lo g ía  c o n 
a lé rg e no s c o no c ido s, la  se c ue nc ia  de  la  ho rquilla  de  sile nc iamie nto  fue  e va luada  e n 
sus 6 marc o s de  le c tura  po sib le s usando  mé to do s b io info rmátic o s (126-129). Estas 
se c ue nc ias nuc le o tíd ic as fue ro n traduc idas a  se c ue nc ias pro te ic as utilizando  la  
he rramie nta  ExPASy (www.e xpasy.c h/ to o ls/ dna .html). Se  re a lizaro n búsque das e n la s 
base s de  da to s SDAP (Struc tura l Database  o f Alle rg e nic  Pro te in; 
fe rmi.utmb .e du/ SDAP/ sdap_who .html) y FARRP (Fo o d Alle rg y Re se arc h and Re so urc e  
Pro g ram; www.a lle rg e no nline .c o m) (127) me diante  a line amie nto s FASTA c o mple to s y 
a line amie nto s FASTA c o n una  ve ntana  de slizante  de  80 amino ác ido s (126, 129). Po r 
último , se  re a lizó  una  búsque da  utilizando  BLASTP para  ide ntific a r c ua lquie r similitud  
sig nific a tiva  c o n se c ue nc ias de  a lé rg e no s re c ie nte me nte  re po rtadas que  no  se  
e nc o ntraran e n la s base s de  da to s SDAP o  FARRP. Esta  búsque da  se  re a lizó  e n la  base  
de  da to s de  se c ue nc ias no  re dundante s de l NCBI-Entre z Pro te in Database  
(b last.nc b i.nlm.nih .g o v/ Blast.c g i) (126, 129). 
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Evaluac ió n de  pro duc tividad 

Lo s da to s de  pro duc tividad se  o b tuvie ro n a  partir de  2 e xpe rime nto s re a lizado s e n 
c o ndic io ne s de  inve rnade ro  do nde  la s líne as -PPO se  c ultivaro n lado  a  lado  c o n lo s 
c o ntro le s WT e n mac e tas de  4 litro s. Se  utilizaro n 25 plantas po r líne a  y lo s tubé rc ulo s 
fue ro n c o se c hado s c uando  las p lantas se ne sc ie ro n (e n invie rno : se ptie mbre  de l 2007 y 
e n ve rano : marzo  de l 2008), de spué s de  apro ximadame nte  4 me se s de  c re c imie nto . 

 

Me dic ió n de  paráme tro s fo to sinté tic o s 

La  c aptac ió n ne ta  de  CO2, la  c o nduc tanc ia  e sto mátic a  y la  transpirac ió n e n ho jas se  
midió  utilizando  un e quipo  LI-6400 (Li-Co r, EE.UU.) ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro  e  

irradianc ia  fija  (1500 µmo l/ m2/ s). Lo s paráme tro s fue ro n c a lc ulado s c o n e l pro g rama  

suministrado  po r e l fabric ante . Las me dic io ne s se  re a lizaro n e n ho jas c o mple tame nte  
e xpandidas de l te rc e r no do  (c o ntando  de sde  la  parte  supe rio r de  la  p lanta  hac ia  
aba jo ) y se  mue stre aro n 6 p lantas po r c a da  líne a . 

 

Análisis me tabo ló mic o  

Lo s e studio s me tabo ló mic o s se  re a lizaro n e n c o labo rac ió n c o n e l Dr. Fe rnando  Carrari 
y la  Dra . Mariana  Ló pe z (Instituto  de  Bio te c no lo g ía , Instituto  Nac io na l de  Te c no lo g ía  
Ag ríc o la , INTA-Caste la r, Arg e ntina ).  

Lo s nive le s de  a lmidó n, sac aro sa , fruc to sa  y g luc o sa  se  de te rminaro n po r 
e spe c tro fo to me tría  de  a c ue rdo  a  lo  de sc ripto  po r Fe rnie  e t a l. (130). Lo s nive le s de  
to do s lo s de más me tabo lito s fue ro n c uantific ado s po r GC-MS (Cro mato g ra fía  g ase o sa  
a c o plada  a  e spe c tro sc o pía  de  masas), sig uie ndo  e l pro to c o lo  de sc ripto  po r Ro e ssne r 
e t a l. (131). Las mue stras de  tubé rc ulo s (4-6 lo te s de  mue stras me zc ladas pro ve nie nte s 
de  25 plantas po r g e no tipo ) se  to maro n a l tie mpo  de  la  c o se c ha  y fue ro n 
inme dia tame nte  c o ng e ladas e n nitró g e no  líquido  y a lmac e nadas a  -80 °C hasta  su 
aná lisis. Las e xtrac c io ne s se  re a lizaro n me dia nte  una  rápida  ho mo g e nizac ió n de l te jido  
e n nitró g e no  líquido  y e l ag re g ado  de  la  so luc ió n de  e xtrac c ió n. El te jido  de  papa  (~ 

100 mg ) se  e xtra jo  e n 1400 µl de  me tano l, se g ún lo  de sc ripto  po r Ro e ssne r e t a l. (132) 

c o n la s mo dific a c io ne s pro pue stas po r Lise c  e t a l. (133); 60 µl de  un pa tró n inte rno  (0,2 

mg / ml de  rib ito l e n ag ua ) fue ro n ag re g ado s para  po de r re a lizar la s 
c uantific a c io ne s. La  me zc la  se  e xtra jo  durante  15 min a  70 °C y se  ag itó  
e né rg ic ame nte  lue g o  de  ag re g ar un vo lume n de  ag ua , se  c e ntrifug ó  a  2200 × g  y 
po ste rio rme nte  se  se c ó  e n vac ío . El pre c ipitado  se  re suspe ndió  y de riva tizó  durante  120 

min a  37 °C (e n 60 µl de  30 mg / ml de  c lo rhidra to  de  me to xiamine  e n pirid ina ), se g uido  

de  un tra tamie nto  de  30 min a  37 °C (c o n 120 µl de  N-me til-N-[trime tilsilil]-

trifluo ro ac e tamide ) y 1 µl de  c ada  mue stra  se  inye c tó  e n mo do  “splitle ss”, utilizando  

una  té c nic a  de  ag uja  c a lie nte . La  c ro mato g ra fía  de  g ase s-tie mpo  de  vue lo -
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e spe c tro me tría  de  masas (GC-TOF-MS) fue  re a lizada  c o n un inye c to r auto mátic o  AS 
2000, un c ro mató g ra fo  de  g ase s GC 6890N (Ag ile nt Te c hno lo g ie s, EE.UU.) y un TOF-
e spe c tró me tro  de  masas Pe g aso  III (LECO Instrume nts, EE.UU.). El e spe c tró me tro  de  
masas fue  c a lib rado  se g ún las re c o me ndac io ne s de l fabric ante , utilizando  tris-
(pe rfluo ro butil)-amina  (CF43). La  c ro mato g ra fía  g ase o sa  se  re a lizó  e n una  c o lumna  
c apila r MDN-35, de  30 m de  lo ng itud, 0,32 mm de  d iáme tro  inte rio r y una  pe líc ula  de  
0,25 mm de  e spe so r (Mac he re y-Nag e l o  e quiva le nte ). La  te mpe ra tura  de  inye c c ió n se  
fijó  e n 230 °C, la  de  inte rfaz a  250 °C y la  de  la  fue nte  de  io ne s a  200 °C. Se  utilizó  He lio  
5.0 c o mo  g as po rtado r, c o n un c auda l de  2 ml/ min. El aná lisis se  re a lizó  e n e l marc o  
de l sig uie nte  pro g rama  de  te mpe ra tura s: 2 min de  c a le ntamie nto  iso té rmic o  a  80 °C, 
se g uido  de  una  rampa  de  15 °C po r minuto  hasta  a lc anzar lo s 330 °C y mante nie ndo  
e sta  te mpe ra tura  durante  6 minuto s. Lo s e spe c tro s de  masas se  re g istraro n c o n una  
re so luc ió n de  20 e xplo rac io ne s (sc ans) po r se g undo  c o n un c ampo  de  barrido  de  70 a  
600 m/ z. Tanto  lo s c ro mato g ramas c o mo  lo s e spe c tro s de  masas se  ana lizaro n 
utilizando  e l pro g rama  Chro ma-TOF, ve rsió n 3.00 (LECO Instrume nts, EE.UU.) de  
pro c e samie nto  de  c ro mato g ra fía  de  masas y de c o nvo luc ió n e spe c tra l. La  
ide ntific a c ió n y c uantific a c ió n de  lo s c o mpue sto s de te c tado s e n e l e xpe rime nto  de  
pe rfile s me tabó lic o s se  re a lizó  utilizando  e l pro g rama  Tag Finde r 4.0 (134). Dado  que  lo s 
c o njunto s de  da to s me dido s e n d ife re nte s mo me nto s no  so n d ire c tame nte  
c o mparab le s de b ido  a  la  varia c ió n e n e l tie mpo  de  lo s paráme tro s de  c a lib rac ió n de  
la  máquina  GC-MS, lo s da to s se  no rmalizaro n usando  e l c o ntro l WT de  c ada  lo te  c o mo  
una  me dida  de  re fe re nc ia . 

 

Estudio s a lime ntario s e n rato ne s 

Lo s e studio s de  se g uridad a lime ntaria  se  re a lizaro n e n c o labo rac ió n c o n la  Te c . Vanina  
Ro dríg ue z y g rac ias a l a se so ramie nto  de  las Dras. Danie la  No a in, Marc e la  Pe ppe r, 
Este fanía  Be llo  Gay (Labo ra to rio  de  Animale s Transg é nic o s, Instituto  de  Inve stig ac io ne s 
e n Ing e nie ría  Ge né tic a  y Bio lo g ía  Mo le c ular, INGEBI-CONICET, Bue no s Aire s, Arg e ntina ), 
Laura  Sc hre ie r, Grac ie la  Ló pe z (Labo ra to rio  de  Lípido s y Lipo pro te ínas, De partame nto  
de  Bio químic a  Clínic a , Fac ultad  de  Farmac ia  y Bio químic a , Unive rsidad de  Bue no s 
Aire s, Bue no s Aire s, Arg e ntina ) y Silvia  Vanzulli (Instituto  de  Inve stig ac io ne s Onc o ló g ic as, 
Ac ade mia  Nac io na l de  Me dic ina , Bue no s Aire s, Arg e ntina ).  

Se  re a lizaro n 2 e studio s (re plic as) c o n un to ta l de  c uare nta  ra to ne s he mbra  BALB/ c  de  
8 se manas de  e dad (Bio te rio  de  la  Fac ultad  de  Cie nc ias Ve te rinarias de  la  Unive rsidad 
Nac io na l de  La  Pla ta , Arg e ntina ). Lo s anima le s fue ro n a lo jado s y mante nido s ba jo  
c o ndic io ne s e stándar (c ic lo  de  luz-o sc uridad de  12 h, hab itac ió n c o n a ire  
a c o ndic io nado , te mpe ra tura  de  21 ± 1 °C y hume dad re la tiva  de l 60 ± 10 %), e n 
c o nfo rmidad c o n la  Guía  para  e l Cuidado  y Uso  de  Animale s de  Labo ra to rio  de l 
Se rvic io  de  Sa lud Pub lic a  de  Estado s Unido s (Care  and Use  o f Labo ra to ry Animals o f the  
Pub lic  He a lth Se rvic e , EE.UU.). Se  utilizó  a lo jamie nto  g rupa l para  me jo rar e l b ie ne star de  
lo s anima le s. De spué s de  una  ac limatac ió n de  7 d ías, lo s ra to ne s fue ro n se parado s a l 
azar e n g rupo s de  5 animale s po r jaula  (31 x 22 x 16 c m) y a lime ntado s durante  28 d ías 
(135, 136) c o n d ie tas que  d ife rían únic ame nte  e n la  líne a  de  papa  suministrada . Lo s 
g rupo s A, B, C y D fue ro n e xpue sto s simultáne ame nte  tanto  a  tubé rc ulo s de  papa  
fre sc a  (basto ne s de  ~ 1 x 4 c m) WT, J8, J14 y J20, re spe c tivame nte  c o mo  a  a lime nto  
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ba lanc e ado  para  ro e do re s (GEPSA Fe e ds, Arg e ntina ) ad lib itum. El ag ua  para  be be r 
e stuvo  d ispo nib le  de  fo rma  c o ntinua  durante  to do  e l e xpe rime nto . El pe so  c o rpo ra l, e l 
c o nsumo  de  a lime nto  ba lanc e ado  y e l c o nsumo  de  papa  se  midie ro n durante  to do s 
lo s d ías de l e xpe rime nto . El marg e n de  se g uridad de  e xpo sic ió n (sa fe ty marg in o f 
e xpo sure ) fue  c a lc ulado  de  a c ue rdo  c o n la  sig uie nte  e c uac ió n: Marg e n de  e xpo sic ió n 
= [c o nsumo  diario  de  papa  (kg )/ pe so  c o rpo ra l (kg )] x [pe so  me dio  humano  
(kg )/ pro me dio  mundia l de  c o nsumo  diario  de  papa  pe r c ápita  humano  (kg )]. Lo s 
aná lisis he mato ló g ic o s se  re a lizaro n c o n un auto ana lizado r Sysme x XT-1800i (Sysme x, 
Japó n) o  po r mic ro sc o pía , y lo s aná lisis b io químic o s se  de te rminaro n usando  un 
auto ana lizado r Hitac hi 917 (Hitac hi, Japó n) so bre  mue stras de  sang re  to ma das a  lo s 28 
d ías de  habe r inic iado  e l e xpe rime nto . Las mue stras de  sang re  se  re c o le c taro n po r 
me dio  de  punc ió n c ardiac a  ba jo  ane ste sia  g e ne ra l po r administrac ió n intrape rito ne a l 
de  0,01 ml/ g  de  pe so  c o rpo ra l de  un c ó c te l de  ke tamina  (Ke ta lar, Parke  Davis, 0,23 
mg / ml) y xilazina  (Ro mpum, Baye r, 0,14 mg / ml). Se  re c o le c taro n mue stras fe c a le s e n e l 
d ía  28 para  e l aná lisis de  la  flo ra  inte stina l e n c ultivo s ag ar-Le vine -EMB (EMB: Eo sin 
Me thyle ne  Blue ) y ag ar-sang re  (MBA: Minimal Blo o d  Ag ar). Órg ano s vita le s c o mo  e l 
c o razó n, lo s riño ne s, e l híg ado , lo s pulmo ne s y e l bazo  fue ro n pe sado s inme dia tame nte  
de spué s de  sac rific a r lo s animale s. Lo s pe so s re la tivo s de  lo s ó rg ano s se  c a lc ularo n 
aplic ando  la  sig uie nte  fó rmula : Pe so  re la tivo  de  lo s ó rg ano s = [pe so  de l ó rg ano  
(g )/ pe so  c o rpo ra l (g )] x 100. Lo s te jido s de  riño ne s e  híg ado s fue ro n fijado s e n fo rmalina  
a l 10 % (v/ v) e  inc luido s e n para fina . Lue g o , fue ro n c o rtado s e n se c c io ne s de  5 µm de  
e spe so r y te ñido s c o n he mato xilina  y e o sina  para  se r so me tido s a  e xáme ne s 
histo pato ló g ic o s.  

 

Estudio s se nso ria le s 

Lo s e studio s se nso ria le s se  re a lizaro n e n c o labo rac ió n c o n la  Te c . Vanina  Ro dríg ue z y 
g rac ias a l a se so ramie nto  de  la s Dras. Danie la  No a in, Este fanía  Be llo  Gay y Marc e lo  
Rub inste in (Labo ra to rio  de  Animale s Transg é nic o s, Instituto  de  Inve stig ac io ne s e n 
Ing e nie ría  Ge né tic a  y Bio lo g ía  Mo le c ular, INGEBI-CONICET, Bue no s Aire s, Arg e ntina ).  

Las 3 líne as transg é nic as, J8, J14 y J20, se  utilizaro n e n e l aná lisis se nso ria l e n humano s. 
La  líne a  J14, c o n la  mayo r inhib ic ió n de  la  a c tividad e nzimátic a  de  PPO fue  
se le c c io nada  para  la s prue bas de  pre fe re nc ia  o lfa tiva  e n ra to ne s. Las masas de  la s 
mue stras e xpe rime nta le s usadas fue ro n: 2 g  para  lo s e xpe rime nto s e n e l paradig ma  de  
c ampo  ab ie rto , 3 g  para  lo s e xpe rime nto s e n e l paradig ma  de l tab le ro  c o n ag uje ro s, 
80 g  para  e l prime r e xpe rime nto  c o n se re s humano s y 20 g  para  e l se g undo  
e xpe rime nto  c o n se re s humano s. Las mue stras c o nsistie ro n e n d isc o s de  papa  (8 mm 
de  d iáme tro  x 1 mm de  e spe so r) re c ié n c o rtado s (0 h o  fre sc o s) o  d isc o s de  papa  
o xidado s. Las mue stras o xidadas c o nsistie ro n e n mue stras c o lo c adas e n bo lsas 
p lástic as he rmé tic as mante nidas durante  apro ximadame nte  24 ho ras (para  lo s 
e xpe rime nto s c o n ra to ne s) o  4-6 ho ras (para  lo s e xpe rime nto s c o n se re s humano s) a  
te mpe ra tura  ambie nte  y e n o sc uridad. 

Evaluación sensorial en ratones: Lo s e studio s de  pre fe re nc ia  o lfa tiva  e n ra to ne s se  
re a lizaro n utilizando  un to ta l de  32 he mbras BALB/ c  de  8 se manas de  e dad (Bio te rio  de  
la  Fac ultad  de  Cie nc ias Ve te rinarias de  la  Unive rsidad Nac io na l de  La  Pla ta , 
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Arg e ntina ). Oc ho  ra to ne s fue ro n utilizado s e n lo s e xpe rime nto s re a lizado s c o n e l 
paradig ma  de  c ampo  ab ie rto  y 24 ra to ne s e n lo s e xpe rime nto s re a lizado s c o n e l 
paradig ma  de l tab le ro  c o n ag uje ro s. Lo s anima le s fue ro n a lo jado s y mante nido s ba jo  
c o ndic io ne s e stándar (c ic lo s de  luz-o sc uridad de  12 h, hab itac ió n c o n a ire  
a c o ndic io nado , te mpe ra tura  de  21 ± 1 °C y hume dad re la tiva  de l 60 ± 10 %), e n 
c o nfo rmidad c o n la  Guía  para  e l Cuidado  y Uso  de  Animale s de  Labo ra to rio  de l 
Se rvic io  de  Sa lud Pub lic a  de  Estado s Unido s (Care  and Use  o f Labo ra to ry Animals o f the  
Pub lic  He a lth Se rvic e , EE.UU.). Se  utilizó  a lo jamie nto  g rupa l para  me jo rar e l b ie ne star de  
lo s anima le s. De spué s de  una  ac limatac ió n de  7 d ías, lo s ra to ne s fue ro n se parado s a l 
azar e n g rupo s de  4 animale s po r jaula  (31 x 22 x 16 c m) y so me tido s a  lo s e studio s de  
c o mpo rtamie nto . Tanto  e l a lime nto  ba lanc e ado  para  ro e do re s (GEPSA Fe e ds, 
Arg e ntina ) c o mo  e l ag ua  e stuvie ro n d ispo nib le  ad lib itum, e xc e pto  durante  la s 
prue bas de  c o mpo rtamie nto . 

To do s lo s e xpe rime nto s de  pre fe re nc ia  o lfa tiva  se  re a lizaro n durante  e l pe rio do  de  
o sc uridad y e n c o mple ta  o sc uridad, e ntre  la s 19:00 h y la s 22:00 h, e n una  hab itac ió n 
de  c o mpo rtamie nto  se parada , do nde  lo s ra to ne s fue ro n hab ituado s durante  3 d ías de  
ante lac ió n a  lo s e xpe rime nto s. Cuatro  mó dulo s de  a c tividad de  c ampo  ab ie rto  (Me d 
Asso c ia te s Inc ., EE.UU.) c o nstruido s e n ac rílic o  (40 x 40 x 40 c m) y a c o plado s a  un 
o rde nado r se  utilizaro n para  e va luar la  a c tividad ho rizo nta l, ve rtic a l y e ste re o tipada  de  
lo s anima le s. Do s c o nte ne do re s de  a lime nto  idé ntic o s, c o nstruido s c o n plástic o  (35 mm 
de  d iáme tro  x 12 mm de  a ltura ) y e spe c ífic ame nte  d ise ñado s para  e vita r e l c o ntac to  
físic o  c o n su c o nte nido  (e l a lime nto  se  e nc o ntraba  se parado  po r una  ma lla  me tá lic a ), 
se  c o lo c aro n e n po sic io ne s e quidistante s de ntro  de  c ada  mó dulo  de  a c tividad y se  
fija ro n a l p iso  de l c ampo  ab ie rto  c o n c inta  adhe siva . Lo s animale s fue ro n c o lo c ado s 
e n c ada  uno  de  lo s c ua tro  mó dulo s de  a c tividad y lo s mo vimie nto s ho rizo nta le s y 
ve rtic a le s fue ro n me dido s me diante  la  inte rrupc ió n de  rayo s infrarro jo s. El 
c o mpo rtamie nto  e ste re o tipado  se  midió  po r inte rrupc io ne s re pe tidas de  un únic o  haz 
infrarro jo . Lo s rayo s infrarro jo s se  e nc o ntraban se parado s c ada  2,5 c m c ruzando  e l 
p lano  x-y e n 2 nive le s de l p lano  z. La  e va luac ió n de  la  a c tividad e n e l c ampo  ab ie rto  
se  re a lizó  me diante  un pro to c o lo  c o nsiste nte  e n 5 min de  adaptac ió n y una  durac ió n 
de l e nsayo  de  15 min (137). Do s zo nas de  aná lisis (6 x 6 c m), de no minadas A y B (Vé ase  
Fig ura  12), que  c o mpre ndían las po sic io ne s de  c ada  c o nte ne do r, se  g e ne raro n c o n la  
c o mputado ra  y, tanto  e l núme ro  de  e ntradas c o mo  e l tie mpo  de  e xplo rac ió n 
de dic ado  po r lo s ra to ne s a  la s zo nas A y B fue ro n ana lizado s. El núme ro  de  e ntradas y 
la  durac ió n de l tie mpo  de  e xplo rac ió n e n la s zo nas se  utilizaro n c o mo  una  me dida  de  
la  pre fe re nc ia  po r e l o lo r de  una  mane ra  simila r a  mé to do s de sc ripto s ante rio rme nte  
(138, 139). De l prime r a l te rc e r d ía , lo s ra to ne s fue ro n hab ituado s durante  60 minuto s a  
lo s mó dulo s de  a c tividad c o n lo s c o nte ne do re s de  a lime nto  vac ío s. El c uarto  d ía , e l 
c o mpo rtamie nto  de  e xplo rac ió n de  lo s ra to ne s se  supe rvisó  c o n lo s c o nte ne do re s de  
a lime nto  vac ío s y lo s da to s o b te nido s fue ro n c o nside rado s c o mo  c o ntro le s 
e xpe rime nta le s ne g ativo s. El quinto  d ía , mue stras fre sc as de  papa  (0 h) fue ro n 
c o lo c adas a le a to riame nte  e n lo s re c ip ie nte s A o  B y la  po sic ió n de  la s mue stras se  
invirtió  e n e l se xto  d ía  (24 h = mue stras o xidadas), de  mane ra  que  si a  la s 0 h la s 
mue stras WT y -PPO se  hab ían c o lo c ado  e n lo s re c ip ie nte s A y B re spe c tivame nte , a  la s 
24 h, la s mue stras WT y -PPO se  c o lo c aro n e n lo s re c ip ie nte s B y A, re spe c tivame nte . El 
sé ptimo  d ía , mue stras fre sc as de  papa  WT fue ro n c o lo c adas e n lo s c o nte ne do re s 
o pue sto s a  lo s o c upado s po r la  mue stras -PPO e n e l se xto  d ía , mie ntras que  e l o tro  
c o nte ne do r se  mantuvo  vac ío . Lo s da to s o b te nido s e l sé ptimo  d ía  fue ro n c o nside rado s 
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c o mo  c o ntro le s e xpe rime nta le s po sitivo s. Lo s c o ntro le s e xpe rime nta le s po sitivo s se  
re a lizaro n de libe radame nte  e l sé ptimo  d ía  para  e vita r la  hab ituac ió n pre fe re nc ia l de  
lo s ra to ne s a  c ua lquie ra  de  lo s do s c o nte ne do re s. Co ntro le s adic io na le s c o n ambo s 
re c ip ie nte s c o nte nie ndo  mue stras WT re c ié n c o rtadas o  c o n un re c ip ie nte  
c o nte nie ndo  a lime nto  ba lanc e ado  y e l o tro  vac ío  se  lle varo n a  c abo  e l o c tavo  y 
no ve no  d ía , re spe c tivame nte . Un c o njunto  adic io na l de  e xpe rime nto s se  re a lizó  c o n 
un tab le ro  de  un únic o  ag uje ro  (40 x 40 x 40 c m) c o nstruido  de  a c ue rdo  a  lo  de sc ripto  
pre viame nte  po r Manda iro n e t a l. (140) y c o n la  adic ió n de  pare de s o pac as para  
me jo rar e l re ndimie nto  de  lo s anima le s durante  e l te st. La  se c ue nc ia  y la  durac ió n de  la  
intro duc c ió n de  la  nariz de  lo s ra to ne s e n e l ag uje ro  fue ro n supe rvisadas ba jo  luz 
infrarro ja  c o n una  c ámara  de  víde o  d ig ita l infrarro ja  para  su aná lisis (138). Lo s ra to ne s 
fue ro n hab ituado s po r 3 d ías durante  30 minuto s y a l d ía  sig uie nte  se  re a lizaro n lo s 
e nsayo s utilizando  6 ra to ne s para  c ada  tipo  de  mue stra  (138). Para  e vita r la  influe nc ia  
de l apre ndiza je  e n lo s re sultado s, lo s ra to ne s fue ro n utilizado s só lo  una  ve z (138). Cada  
te st duró  2 minuto s (140, 141) y la  durac ió n (se g undo s) de  la  intro duc c ió n de  la  nariz e n 
e l ag uje ro  fue  utilizada  c o mo  una  me dida  de  la  pre fe re nc ia  po r e l o lo r de  la  mue stra  
(140-142). Lo s mó dulo s, lo s c o nte ne do re s de  a lime nto  y e l tab le ro  de  ag uje ro s fue ro n 
limpiado s c uidado same nte  e ntre  c ada  prue ba  para  minimizar la s se ña le s o lfa tivas. 

Evaluación sensorial en humanos: Se  re a lizaro n 2 e xpe rime nto s se nso ria le s c o n un to ta l 
de  69 vo luntario s humano s sano s de  e ntre  20 y 50 año s de  e dad, re c lutado s e n e l 
Instituto  de  Inve stig ac io ne s e n Ing e nie ría  Ge né tic a  y Bio lo g ía  Mo le c ular (INGEBI), que  
partic iparo n de  e xpe rime nto s o lfa tivo s a  c ie g as (143, 144). Lo s o jo s de  lo s partic ipante s 
fue ro n c ub ie rto s durante  e l e xpe rime nto  para  e vitar la  pe rc e pc ió n visua l de  la s 
mue stras. El prime r e xpe rime nto  se  re a lizó  c o n 8 partic ipante s a  lo  que  se  le s p id ió  o le r 
un c o njunto  de  mue stras no  ide ntific adas y e stimar la  inte nsidad de  su o lo r. Las 
mue stras fue ro n pre se ntadas e n plac as de  pe tri c o nte nie ndo  80 g  de  d isc o s de  
tubé rc ulo  de  papa  (8 mm de  d iáme tro  x 1 mm de  e spe so r) WT o  -PPO (J8, J14 o  
J20). Tre s mue stras inde pe ndie nte s de  c ada  líne a  se  pre se ntaro n a l azar c ada  45 
se g undo s a  c ada  partic ipante . En e l se g undo  e xpe rime nto , se  re a lizó  un te st triang ular 
(145) c o n 61 partic ipante s d ivid ido s e n do s g rupo s. El prime r g rupo  (de  19 
partic ipante s) se  puso  a  prue ba  c o n mue stras de  papa  fre sc a , mie ntras que  e l 
se g undo  g rupo  (de  42 partic ipante s) se  puso  a  prue ba  c o n mue stras de  papa  
o xidada . Cada  suje to  re c ib ió  a l azar un c o njunto  de  tre s mue stras no  ide ntific adas, 
que  c o nsistía  e n do s mue stras de l mismo  g e no tipo  y una  de  g e no tipo  d ife re nte . La  
prue ba  se  re a lizó  tanto  c o n do s mue stras c o ntro l (WT) y una  transg é nic a  (J14 fue  la  
únic a  líne a  utilizada  e n e ste  e xpe rime nto ) o  c o n do s mue stras transg é nic as y una  
c o ntro l. Las mue stras se  pre se ntaro n e n frasc o s o pac o s idé ntic o s c o nte nie ndo  20 g  de  
d isc o s de  papa  (8 mm de  d iáme tro  x 1 mm de  e spe so r) WT o  -PPO. En e ste  
e xpe rime nto , se  p id ió  a  lo s partic ipante s que  juzg aran que  mue stra  te nía  un o lo r 
d ife re nte  (145) y que  c lasific a ran, utilizando  una  e sc a la  a rb itraria  de  1 a  9 (sie ndo  1: 
''nada  ag radab le '' y 9: ''muy ag radab le ''), que  tan ag radab le  le s re sultaba  c ada  
mue stra  [2,15]. Adic io na lme nte , tambié n se  so lic ita ro n c o me ntario s de sc riptivo s a  lo s 
partic ipante s e n ambo s e xpe rime nto s (143, 145).  
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Estudio s c o n Cyc lo c e phala sig natic o llis 

Las la rvas de  Cyc lo c e phala  sig natic o llis (g usano  b lanc o  o  iso c a  c hic a ) fue ro n 
g e ntilme nte  pro po rc io nadas po r la  Dra . Do ra  Carmo na  (Labo ra to rio  de  Zo o lo g ía  
Ag ríc o la , Instituto  Nac io na l de  Te c no lo g ía  Ag ríc o la , INTA Ba lc arc e -Fac ultad  de  
Cie nc ias Ag rarias, Unive rsidad Nac io na l de  Mar de l Pla ta , Arg e ntina ), quie n tambié n 
brindó  su ase so ramie nto  para  la  e xpe rime ntac ió n c o n inse c to s. Estas la rvas fue ro n 
o b te nidas de  un c ampo  e xpe rime nta l de l INTA Ba lc arc e  para  ase g urar que  lo s 
inse c to s no  hub ie ran e stado  e n c o ntac to  c o n inse c tic idas. Esto s e nsayo s se  hic ie ro n a  
te mpe ra tura  ambie nte  y c o nsistie ro n e n c o lo c ar la rvas de  Cyc lo c e phala  sig natic o llis 
(n=30) e n su te rc e r e stadio  (0,6765 ± 0,02796 g ) de ntro  p la c as de  pe tri (2,5 c m de  a ltura  
x 8,7 c m de  d iáme tro ) que  c o nte nían 22 g  de  tie rra  auto c lavada  y 1,139 ± 0.009333 g  
de  papa  -PPO o  WT. Tanto  e l pe so  de  la s la rvas y la  c antidad de  a lime nto  fue ro n 
re g istrado s a l inic io  y a l fina l de l e xpe rime nto  a l c abo  de  4 d ías. 

 

Estudio s c o n Phyto phtho ra infe stans 

Lo s e studio s c o n P. infe stans se  re a lizaro n g rac ias a l a se so ramie nto  de  la s Dras. Adriana  
Andre u (Instituto  de  Inve stig ac io ne s Bio ló g ic as de  la  Unive rsidad Nac io na l de  Mar de l 
Pla ta , Arg e ntina ), Cristina  Cvitanic h y Elzb ie ta  Orlo wska  (De partame nto  de  Bio lo g ía  
Mo le c ular, Unive rsidad de  Aarhus, Aarhus, Dinamarc a ). 

El a islamie nto  R2R3R6R7R9 de  Phyto phtho ra infe stans de l tipo  de  apare amie nto  A2 (146), 
fue  pro po rc io nado  g e ntilme nte  po r la  Dra . Adriana  Andre u (Instituto  de  
Inve stig ac io ne s Bio ló g ic as de  la  Unive rsidad Nac io na l de  Mar de l Pla ta , Arg e ntina ) y la  
c e pa  de  GFP-P. infe stans (147) fue  pro po rc io nada  g e ntilme nte  po r e l Dr. Fe lix Mauc h 
(Unive rsidad de  Fribo urg , Fribo urg , Suiza ). Ambas c e pas fue ro n mante nido s e n me dio  
ag ar-c e nte no  (148) (c o n e l ag re g ado  de  5 µg / ml de  g e ne tic ina  (G418, 

Gibc o / Invitro g e n, EE.UU.) para  GFP-P. infe stans) a  19 ± 1 °C y e n o sc uridad. El 
a islamie nto  de  P. infe stans R2R3R6R7R9 fue  o b te nido  e n un c ampo  c o me rc ia l de  papa  
e n la  pro vinc ia  de  Có rdo ba  (146) y la  c e pa  de  GFP-P. infe stans se  o b tuvo  a  partir de l 
a islamie nto  de  P. infe stans CRA 208, e l c ua l se  e nc ue ntra  transfo rmado  c o n e l ve c to r 
p34GFN que  c o ntie ne  e l g e n de  se le c c ió n de  la  ne o mic ina  fo sfo transfe rasa  II (NPTll) y 
e l g e n re po rte ro  de  la  pro te ína  ve rde  fluo re sc e nte  (GFP) ba jo  e l c o ntro l de l pro mo to r y 
e l te rminado r de l g e n HAM34 de  Bre mia lac tuc ae  (147, 149). 

Lue g o  de  c re c e r lo s c ultivo s de  P. infe stans durante  10 d ías, se  c o se c hó  e l mic e lio  e n 25 
ml de  ag ua  e sté ril y se  e stimuló  la  pro duc c ió n de  zo o spo ras me diante  inc ubac ió n a  4 

°C durante  5 h. Lue g o  de  una  filtrac ió n c o n un filtro  de  te la  de  nylo n de  15 µm, la  

suspe nsió n de  e spo rang io s fue  o bse rvada  ba jo  un mic ro sc o pio  ó ptic o  para  su 

c uantific a c ió n. La  c o nc e ntrac ió n de l inó c ulo  se  a justó  e n 25 e spo rang io s/µl para  lo s 

e xpe rime nto s de  mo nito re o  po r qPCR y 50 e spo rang io s/µl para  lo s e xpe rime nto s de  

infe c c ió n c o n GFP-P. infe stans. 

Para  lo s e xpe rime nto s de  infe c c ió n c o n P. infe stans se  utilizaro n ho jas c o mpue stas (de  
la  c uarta  a  la  se xta  ho ja , c o ntando  de sde  la  parte  supe rio r de  la  p lanta  hac ia  aba jo ) 
e sc indidas de  p lantas de  4 se manas de  e dad c ultivadas e n inve rnade ro . Estas ho jas 
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c o mpue stas fue ro n trasladadas a  una  c ámara  de  c re c imie nto  y mante nidas a  19 ± 1 
°C c o n un fo to pe rio do  de  16 h de  luz/ 8 h de  o sc uridad. Al c abo  de  2 d ías, la s ho jas 

fue ro n ino c uladas e n su lado  abaxia l c o n g o tas e quidistante s de  10 µl de  ag ua  

c o nte nie ndo  250 e spo rang io s. El c re c imie nto  de l pa tó g e no  fue  e va luado  po r qPCR 
to mando  d isc o s de  ho ja  de  8 mm de  d iáme tro  de  lo s sitio s de  ino c ulac ió n. Las 
mue stras de  tubé rc ulo  c o nsistie ro n e n d isc o s de  8 mm de  d iáme tro  x 1 mm de  e spe so r 
o b te nido s de  tubé rc ulo s de  apro ximadame nte  4 me se s de  e dad. Esto s fue ro n 

ino c ulado s e n su c e ntro  c o n 10 µl de  ag ua  c o nte nie ndo  250 e spo rang io s y mante nido s 

e n c a jas de  p lástic o  a  19 ± 1 °C. Cada  c uantific a c ió n de  la  c arg a  de l pa tó g e no  se  
re a lizó  a  partir de  20 mue stras de  ho jas o  de  tubé rc ulo s infe c tado s. Lo s va lo re s 
o b te nido s para  PiO8 fue ro n no rmalizado s c o n lo s va lo re s c o rre spo ndie nte s de  EF-1α de  

c ada  mue stra . Lo s va lo re s pro me dio  o b te nido s a  lo s 6 d ías po st ino c ulac ió n (dpi) se  
fija ro n e n 100 % y to do s lo s de más va lo re s se  no rmalizaro n c o n lo s va lo re s o b te nido s 
para  la s mue stras o b te nidas a  6 dpi.  

Para  o bse rvar mic ro sc ó pic ame nte  e l de sarro llo  de  la  infe c c ió n, se  re a lizaro n 

ino c ulac io ne s c o n 5 µl de  ag ua  c o ntie ndo  250 e spo rang io s de  la  c e pa  GFP-P. infe stans 

e n e l c e ntro  de  d isc o s de  tubé rc ulo  de  8 mm de  d iáme tro  x 2,5 mm de  e spe so r. Estas 
mue stras se  mantuvie ro n e n c a jas de  p lástic o  a  19 ± 1 °C y o sc uridad durante  7 d ías y 
lue g o  la s re g io ne s c e ntra le s de  lo s d isc o s fue ro n c o rtadas transve rsa lme nte  e n 

se c c io ne s de  250 µm utilizando  un vibrá to mo  (Vibra to me  Se rie s 1000 Se c tio ning  Syste m, 

The  Vibra to me  Co mpany, EE.UU.). 

El c o nte nido  de  fe no le s to ta le s fue  e stimado  mo dific ando  e l pro c e dimie nto  de sc ripto  
po r Sing le to n e t a l. (150). Una  a líc uo ta  de  1 ml de  e xtrac to  e tanó lic o  fue  transfe rida  a  

un tubo  de  e nsayo  que  c o nte nía  6 ml de  ag ua  de stilada . Lue g o , se  adic io naro n 500 µl 

de l re ac tivo  de  Fo lin-Cio c a lte u. De spué s de  5 min, se  añadie ro n 1,5 ml de  una  so luc ió n 
de  Na 2CO3 (200 g / l) y ag ua  hasta  c o mple tar un vo lume n de  10 ml. De spué s de  do s 
ho ras de  re ac c ió n a  te mpe ra tura  ambie nte , se  de te rminó  la  abso rbanc ia  a  760 nm y 
se  c o mparó  c o n una  c urva  de  c a lib rac ió n re a lizada  c o n ác ido  g á lic o . 

  

Estudio s e vo lutivo s 

Lo s e studio s e vo lutivo s se  re a lizaro n e n c o labo rac ió n c o n e l Dr. Nic o lás Ayub  y la  Dra . 
Gabrie la  So to  (Labo ra to rio  de  Me jo ramie nto  Mo le c ular de  Espe c ie s Fo rra je ras, Instituto  
Nac io na l de  Te c no lo g ía  Ag ríc o la , INTA-Caste la r, Arg e ntina ) y e l Dr. Flavio  de  So uza  
(Labo ra to rio  de  Animale s Transg é nic o s, Instituto  de  Inve stig ac io ne s e n Ing e nie ría  
Ge né tic a  y Bio lo g ía  Mo le c ular, INGEBI-CONICET, Bue no s Aire s, Arg e ntina ).  

La  búsque da  de  se c ue nc ias amino ac íd ic as se  re a lizó  me diante  e l uso  de  la  
he rramie nta  BLASTP (www.nc b i.nlm.nih.g o v). Lo s po ste rio re s c á lc ulo s de  ide ntidad 
pro te ic a  se  re a lizaro n utilizando  e l pro g rama  MatGAT v2.02 (151). El aná lisis filo g e né tic o  
de  PPO se  lle vó  a  c abo  utilizando  e l pro g rama  MEGA 4.0 (152). Las se c ue nc ias 
pro te ínic as se  a line aro n utilizando  e l pro g rama  Clusta lW 2.0.12 (153, 154). Lo s á rbo le s 
filo g e né tic o s se  c o nstruye ro n utilizando  e l mé to do  de  Ne ig hbo r-Jo ining  (NJ) (155) c o n 
d istanc ias g e né tic as c o mputadas utilizando  e l mo de lo  P-distanc e  y aná lisis de  
“Bo o tstrap de  500 ré plic as”. Lo s á rbo le s fue ro n c o nstruido s sin “o utg ro up” y e l mé to do  
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para  fija r la  ra íz utilizado  fue  “ro o t o n midpo int”. El aná lisis de  similitud  de l do minio  
Tiro sinasa  se  lle vó  a  c abo  a line ando  las se c ue nc ias amino ac íd ic as c o n e l pro g rama  
Clusta lW 2.0.12 (153, 154) y c urando  e l a line amie nto  manua lme nte . La  tasa  de  
he te ro g e ne idad (ra te  he te ro g e ne ity) de  c ambio s de  re siduo s de  amino ác ido s fue  
e stimada  ba jo  un mo de lo  de  d istribuc ió n g ama  (g amma distributio n mo de l) c o n e l 
pro g rama  TREE-PUZZLE (156). Esto s da to s fue ro n utilizado s para  c o nstruir un árbo l 
filo g e né tic o  c o n e l paq ue te  de  pro g ramas PHYLIP 3.69 (Phylo g e ny Infe re nc e  Pac kag e . 
http :/ / e vo lutio n.g e ne tic s.washing to n.e du/ phylip .html) de  la  sig uie nte  mane ra : e l 
pro g rama  SEQBOOT fue  usado  para  c re ar 100 re plic as (bo o tstrap) de  lo s a line amie nto s 
y e sto s fue ro n utilizado s para  c a lc ular la  d istanc ia  e ntre  la s se c ue nc ias utilizando  e l 
pro g rama  PRODIST. Fina lme nte , e l á rbo l fue  e stimado  c o n NEIGHBOR y se  de rivó  una  
to po lo g ía  c o nse nso  c o n e l pro g rama  CONSENSE.  
 

Do c ume ntac ió n fo to g rá fic a  

Las imág e ne s mac ro sc ó pic as fue ro n adquiridas utilizando  una  c ámara  Cano n Ixus 70 o  
una  c ámara  Cano n Po we rSho t SD 110 (Cano n, Japó n). Las imág e ne s 
c o rre spo ndie nte s a  la s se c c io ne s de  te jido s de  híg ado  y riñó n fue ro n o b te nidas c o n la  
c ámara  inte g rada  a  un mic ro sc o pio  Olympus BX41 (Olympus, Japó n). Lo s aná lisis de  
mic ro sc o pía  de  fluo re sc e nc ia  se  lle varo n a  c abo  ba jo  luz UV utilizando  un mic ro sc o pio  
de  fluo re sc e nc ia  Le ic a  MZFLIII (Le ic a , Ale mania ). Lo s aná lisis de  mic ro sc o pía  c o nfo c a l 
se  lle varo n a  c abo  c o n un mic ro sc o pio  c o nfo c a l Niko n C1 (Niko n, Japó n), utilizando  
lo ng itude s de  o nda  de  e xc ita c ió n de  488 nm y 544 nm y lo ng itude s de  o nda  de  
adquisic ió n de  500 a  600 nm. 

 

Análisis e stadístic o  de  lo s dato s 

En la  mayo ría  de  lo s c aso s, la  sig nific anc ia  e stadístic a  se  de te rminó  me diante  e l aná lisis 
t de  Stude nt o  e l te st de  ANOVA. La  prue ba  de  ANOVA de  me didas re pe tidas fue  
utilizada  para  de te rminar la  sig nific anc ia  e n lo s c ambio s de  pe so  c o rpo ra l e n 
ra to ne s. Lo s da to s de  c o mpo rtamie nto  e n e l paradig ma  de  c ampo  ab ie rto  fue ro n 
ana lizado s utilizando  e l de  pro g rama  Ac tivity Mo nito r ve rsió n 5 (MED Asso c ia te s Inc ., 
EE.UU.). El po rc e nta je  de  e ntradas y e l tie mpo  de  e xplo rac ió n de  la s zo nas A y B e n lo s 
e xpe rime nto s de  c ampo  ab ie rto  se  c a lc ularo n c o nside rando  la  suma  de l núme ro  to ta l 
de  e ntradas o  e l tie mpo  de  e xplo rac ió n transc urrido  e n las zo nas A y B c o mo  100 %. La  
sig nific anc ia  e stadístic a  se  de te rminó  me diante  la  prue ba  t de  una  mue stra  para  
d ife re nc ia  de l 50 %. La  hipó te sis nula  fue  que  e l 50 % de  lo s c aso s, lo s ra to ne s visita rían y 
e xplo rarían po r ig ua l c ua lquie ra  de  la s do s zo nas e xpe rime nta le s (A o  B) y una  
de sviac ió n sig nific a tiva  de l 50 % indic aría  una  pre fe re nc ia  sig nific a tiva  (157). La  prue ba  
de  ANOVA se g uida  de l te st de  c o mparac ió n múltip le  de  Ne wman-Ke uls se  utilizó  para  
de te rminar la  sig nific anc ia  e stadístic a  e n lo s e xpe rime nto s de  e xplo rac ió n c o n e l 
paradig ma  de l tab le ro  c o n ag uje ro s (140) y e l te st he dó nic o  e n humano s. La  
sig nific anc ia  e stadístic a  de l núme ro  c o rre c to  de  re spue stas e n e l te st triang ular se  
de te rminó  usando  las tab las de  sig nific anc ia  e stadístic a  de sc riptas po r Ro e ssle r e t a l. 
(158), c o nside rando  que  una  re spue sta  e ra  c o rre c ta  c uando  e l partic ipante  asig naba  
e l o lo r d ife re nc ia l a l g e no tipo  que  e staba  re pre se ntado  po r una  únic a  mue stra . Para  e l 
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aná lisis de  lo s e xpe rime nto s de  infe c c ió n c o n P. infe stans, la  sig nific anc ia  e stadístic a  se  
de te rminó  me diante  un ANOVA de  un fa c to r se g uido  de l te st de  c o mparac io ne s 
múltip le s de  Tuke y. En la  mayo ría  de  lo s c aso s e l aná lisis e stadístic o  se  re a lizó  utilizando  
e l pro g rama  GraphPad Prism 5 (GraphPad So ftware , EE.UU.). Las varia c io ne s e n e l 
c o nte nido  de  me tabo lito s se  e va luaro n me diante  prue bas t de  Stude nt utilizando  e l 
pro g rama  Exc e l (Mic ro so ft Co rpo ra tio n, EE.UU.) y c o nside rando  un P < 0,01 c o mo  un 
va lo r sig nific a tivo . El aná lisis de  c o mpo ne nte s princ ipa le s (PCA) se  lle vó  a  c abo  c o mo  
se  de ta lla  e n (131) utilizando  e l pro g rama  Info Sta t (www.info sta t.c o m.ar). 



Re sultado s 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

 40 

 

 

Re sultado s 

 

 
Obte nc ió n de  las líne as transg é nic as -PPO 

Co n la  inte nc ió n de  sile nc ia r múltip le s mie mbro s de  la  familia  de  g e ne s de  PPO  de  
papa  (So lanum tube ro sum), se  o ptó  po r c o nstruir un ve c to r de  sile nc iamie nto  c o n un 
100 %, 84 % y 71 % de  ide ntidad c o n lo s g e ne s POT32, POT33 y NOR333, 
re spe c tivame nte  (Fig ura  5). Ade más, se  usó  un d ise ño  de  ho rquilla , ya  que  e ste  tipo  de  
e stra te g ia  pe rmite  sile nc iamie nto s a ltame nte  e fic ie nte s e n plantas (108, 109). A partir 
de  ADN g e nó mic o  (ADNg ) de  papa  se  amplific ó  po r PCR (Re ac c ió n e n Cade na  de  la  
Po lime rasa ) un frag me nto  de  376 pare s de  base s (pb ) de  la  re g ió n 5' de l g e n POT32 

(ppo i) (Fig ura  5). Este  frag me nto  fue  inse rtado  e n o rie ntac ió n se ntido  (ppo i S) y 
antise ntido  (ppo i A), flanque ando  ambo s lado s de  un frag me nto  de  838 pb  
c o rre spo ndie nte  a l intró n 1 de  la  fo sfo e no lpiruvato  c arbo xilasa  1 de  papa  
(ppc 1i1). Esta  c o nstruc c ió n fue  c o lo c ada  e ntre  e l pro mo to r 35s de l virus de l mo sa ic o  
de l c o liflo r (CaMV 2x35S) y e l te rminado r de  la  no pa lino  sinte tasa  de  Ag ro bac te rium 

tume fac ie ns (NOS-t). Este  c asse tte  fue  c lo nado  e n e l ve c to r b inario  pPZP-Hyg  (110), 
que  c o ntie ne  e l g e n de  se le c c ió n de  la  hig ro mic ina  fo sfo transfe rasa  (HPT), y e l 
p lásmido  re sultante  fue  no mbrado  pPPOi (Fig ura  6). Una  ve z que  la  inte g ridad de  la  
c o nstruc c ió n fue  c o nfirmada  po r mape o s de  re stric c ió n, po r PCR y po r se c ue nc iac ió n 
de  ADN (Fig ura  6A y 6B), la  misma  se  utilizó  para  transfo rmar plantas de  papa  
me diante  c o -c ultivo  c o n Ag ro bac te rium tume fac ie ns (112). A partir de  la  se le c c ió n 
c o n hig ro mic ina , se  o b tuvie ro n 39 líne as po te nc ia lme nte  transg é nic as (-PPO). De  e stas 
39 líne as c re c idas in vitro , se  ide ntific a ro n 26 líne as c o n ac tividade s de  PPO e n ho ja s 
po r de ba jo  de l 30 % de  la  a c tividad o bse rvada  e n las p lantas silve stre s (WT, de  sus 
sig las e n ing le s Wild  Type ) (Fig ura  7A). De  e ntre  la s p lantas transg é nic as c o n me no r 
a c tividad de  PPO, tre s líne as (llamadas J8, J14 y J20), que  c o nte nían una  únic a  c o pia  
de l c asse tte  de  sile nc iamie nto  (Fig ura  7B) c o rre c tame nte  inte g rada , fue ro n 
se le c c io nadas para  e l re sto  de  lo s e xpe rime nto s. La  c o rre c ta  re c o mbinac ió n de l 
c asse tte  de  sile nc iamie nto  fue  c o nfirmada  po r PCR e n las líne as transg é nic as 
se le c c io nadas (Fig ura  7C y 7D). 
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Figura 5. Aline amie nto  de  las se c ue nc ias de  lo s g e ne s de  PPO POT32, POT33 y NOR333. La  re g ió n 5´ 
subrayada  y c o mpre ndida  e ntre  puntas de  fle c ha  do b le s c o rre spo nde  a l frag me nto  de  376 nuc le ó tido s 
utilizado  para  c o nstruir e l ve c to r de  sile nc iamie nto  para  lo s g e ne s de  PPO . Lo s o lig o nuc le ó tido s utilizado s e n 
las re ac c io ne s de  PCR de  POT32, POT33, NOR333 y e l do minio  de  unió n a  c o bre  A (CuDo mA) se  e nc ue ntran 
g ra fic ado s e n c o lo r ro jo , ve rde , azul y naranja  re spe c tivame nte . En c o lo r amarillo  se  e nc ue ntran se ña lado s 
lo s c o do ne s de  inic io  (ATG) y te rminac ió n (TAA). Lo s nuc le ó tido s c o nse rvado s se  e nc ue ntran so mbre ado s. 
Lo s do minio s de  unió n a  c o bre  A y B (Cu Do m A y Cu Do m B) se  indic an re c uadrado s. 
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Figura 6. Co nstruc c ió n de l plásmido  de  sile nc iamie nto  para  lo s g e ne s de  PPO . (A) Mape o  de  re stric c ió n de l 
ve c to r pPPOi. La  re g ió n de l g e l indic ada  c o n una  llave  se  mue stra  duplic ada  c o n una  mayo r e xpo sic ió n e n 
e l pane l infe rio r para  pe rmitir la  visua lizac ió n de  las bandas de  me no r pe so  mo le c ular (se ña ladas po r puntas 
de  fle c ha  e n ambo s pane le s). Kbp: kilo  pare s de  base s (1000 pb ). 2x35S e s e l pro mo to r de l virus de l mo sa ic o  
de l c o liflo r. ppo i S y ppo i A so n las se c ue nc ias dirig idas a  sile nc iar lo s g e ne s de  PPO  o rie ntadas e n dire c c ió n 
se ntido  y antise ntido  re spe c tivame nte . ppc 1i1 e s e l intró n 1 de  la  fo sfo e no lpiruvato  c arbo xilasa  1 de  papa . 
NOS-t e s e l te rminado r de  la  no pa lino  sintasa  de  Ag ro bac te rium. HPT e s e l g e n de  la  hig ro mic ina  
fo sfo transfe rasa  que  c o nfie re  re siste nc ia  a  la  hig ro mic ina . Stre p/ Spe c t so n g e ne s de  se le c c ió n bac te riana  
que  o to rg an re siste nc ia  a  e stre pto mic ina  y e spe c tino mic ina . pVS1 y pBR322 so n se g me nto s de  lo s plásmido s 
de  ig ua l no mbre  que  fo rman parte  de l e sque le to  de l ve c to r b inario  pPZP-Hyg  y apo rtan lo s o ríg e ne s de  
re plic ac ió n e n E. c o li y A. tume fac ie ns re spe c tivame nte . LB y RB so n lo s bo rde s izquie rdo  y de re c ho  
re spe c tivame nte  de l ADN de  transfe re nc ia  (ADN-T) de  Ag ro bac te rium. El ve c to r pPPOi tie ne  un tamaño  
e spe rado  de  11669 pb . La  dig e stió n c o n Xho  I de b ie ra  g e ne rar 2 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  
1600 y 10069 pb . La  dig e stió n c o n Ec o R V/ Spe  I de b ie ra  g e ne rar 2 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  
840 y 10829 pb . La  dig e stió n c o n Xba  I/ Spe  I de b ie ra  g e ne rar 3 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  410, 
2589 y 8670 pb . La  dig e stió n c o n Xho  I/ Ec o  RV de b ie ra  g e ne rar 3 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  
379, 1600 y 9690 pb . La  dig e stió n c o n Sa l I de b ie ra  g e ne rar 2 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  3269 y 
8400 pb . Una  dig e stió n to ta l c o n Ec o  RI de b ie ra  g e ne rar 4 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  200, 950, 
1040 y 9459 pb , sin e mbarg o , se  o b tuvie ro n dig e stio ne s parc ia le s y só lo  se  o bse rvaro n 3 frag me nto s de  1040, 
2210 (c o nfo rmado  po r lo s frag me nto s de  1040 + 970 + 200 pb) y 9459 pb . La  dig e stió n c o n Hind III de b ie ra  
g e ne rar 3 frag me nto s c o n un tamaño  e spe rado  de  270, 1629 y 9770 pb . (B) Re ac c io ne s de  PCR de  lo s 
frag me nto s ppo i S, ppo i A, ppc 1i1, ppo i A/ NOS-t, ppo i S/ ppc 1i1 y ppc 1i1/ ppo i A, utilizando  e l ve c to r pPPOi 
c o mo  mo lde . Las fle c has de  ig ua l c o lo r indic an la  po sic ió n de  lo s pare s de  o lig o nuc le ó tido s utilizado s e n 
c ada  re ac c ió n de  PCR. ppo i S e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  379 pb . ppo i A e s un amplic ó n 
c o n un tamaño  e spe rado  de  410 pb . ppc 1i1 e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  840 pb . ppo i 
S/ ppc 1i1 e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  1219 pb . ppc 1i1/ ppo  A e s un amplic ó n c o n un 
tamaño  e spe rado  de  1250 pb . ppo i A/ NOS-t e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  680 pb .  



Re sultado s 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

  43 

 

 

Figura 7. Obte nc ió n de  las líne as transg é nic as -PPO. (A) Ac tividad de  PPO de  las putativas líne as 
transg é nic as c re c idas in vitro  e n me dio  MS só lido  suple me ntado  c o n hig ro mic ina .  Lo s va lo re s so n e l 
pro me dio  de  tre s me dic io ne s inde pe ndie nte s y e stán re pre se ntadas c o mo  las ac tividade s re la tivas e n 
c o mparac ió n c o n e l g e no tipo  silve stre  (WT). (B) Aná lisis de  So uthe rn b lo t de  las líne as se le c c io nadas (J8, J14 y 
J20) c o n una  únic a  c o pia  de l c asse tte  de  sile nc iamie nto . El ADN se  dig irió  c o n la  e nzima  Hind III y se  utilizó  
una  so nda  de  543 pb  c o mple me ntaria  a l pro mo to r 2x35S. (C) Re pre se ntac ió n e sque mátic a  de l d ise ño  de  
ho rquilla  de l c asse tte  de  sile nc iamie nto . Las fle c has re pre se ntan lo s o lig o nuc le ó tido s utilizado s para  ana lizar 
la  inte g ridad de  la  c o nstruc c ió n re c o mbinada  e n las líne as transg é nic as se le c c io nadas. La  punta  de  fle c ha  
infe rio r indic a  e l sitio  de  re stric c ió n Hind III utilizado  para  dig e rir e l ADNg  usado  e n e l aná lisis de  So uthe rn 
b lo t. Las fle c has supe rio re s re pre se ntan lo s o lig o nuc le ó tido s utilizado s para  ana lizar la  inte g ridad de l c asse tte  
re c o mbinado . (D) Aná lisis de  PCR so bre  ADNg  de  plantas WT y transg é nic as. La  inte g ridad de l c asse tte  de  
sile nc iamie nto  re c o mbinado  e n las líne as transg é nic as fue  e va luada  utilizando  las tre s  c o mbinac io ne s de  
o lig o nuc le ó tido s que  se  mue stran e n 3C. ppc 1i1/ NOS-t e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  1244 
pb . 2x35s/ ppc 1i1 e s un amplic ó n c o n un tamaño  e spe rado  de  1233 pb . ppo ic  e s un amplic ó n c o n un 
tamaño  e spe rado  de  1677 pb . 

 

El sile nc iamie nto  de  PPO  re duc e  la  ac tividad e nzimátic a  de  
PPO y e l parde amie nto  e n tubé rc ulo s, pe ro  no  tie ne  e fe c to s 
so bre  e l c re c imie nto , e l de sarro llo  ni la  fo to sínte sis  

Lue g o  de  su se le c c ió n in vitro , la s líne as transg é nic as J8, J14 y J20 fue ro n mante nidas 
ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro  para  c o ntinuar c o n su c arac te rizac ió n. Las tre s líne as 
transg é nic as pre se ntaro n fe no tipo s no rmale s, sie ndo  indisting uib le s de  la s p lantas WT 
e n to das la s e tapas de  de sarro llo  ba jo  la s c o ndic io ne s de  inve rnade ro  de l INGEBI 
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(Fig ura  8A). Po r o tra  parte , no  se  o bse rvaro n d ife re nc ias e n la  mo rfo lo g ía  ni e n e l 
tamaño  e ntre  la  tubé rc ulo s -PPO y WT (Fig ura  8B). Sin e mbarg o , la  a c tividad 
e nzimátic a  de  PPO se  re dujo  sig nific a tivame nte  tanto  e n lo s tubé rc ulo s c o mo  e n la s 
ho jas de  la s líne as -PPO c o n re spe c to  a  lo s c o ntro le s WT (Fig ura  8C). Para  e xaminar la  
e fic a c ia  de l sile nc iamie nto  de  ARN e n vario s mie mbro s individua le s de  la  familia  de  
g e ne s de  PPO , se  re a lizaro n me dic io ne s de  la s abundanc ias de  lo s d istinto s transc ripto s 
de  la  familia  de  g e ne s de  PPO  me diante  transc ripc ió n inve rsa  y PCR c uantita tiva  (RT-
qPCR), utilizando  o lig o nuc le ó tido s d ise ñado s para  amplific a r re g io ne s e spe c ífic as de  
lo s g e ne s POT32, POT33 y NOR333 (Vé ase  Fig ura  5). Este  e xpe rime nto  re ve ló  que , c o mo  
e ra  e spe rado  para  la s p lantas WT (4), lo s tre s g e ne s se  e xpre saban e n tubé rc ulo s, 
mie ntras que  só lo  NOR333 e ra  de te c tado  e n ho jas (Fig ura  8D). Mie ntras que  la  
transc ripc ió n de  to do s lo s g e ne s de  PPO  e va luado s e staba  a ltame nte  re duc ida  e n 
ambo s te jido s de  la s líne as -PPO (Fig ura  8D). La  pre se nc ia  de  la  pro te ína  PPO se  
de te rminó  me diante  aná lisis de  We ste rn b lo t e n e xtrac to s pro te ic o s to ta le s e xtra ído  de  
tubé rc ulo s. Este  aná lisis pe rmitió  visua lizar una  banda  c o rre spo ndie nte  a  PPO (~60 kDa) 
que  e ra  c o nsiste nte  e n la s mue stras WT, le ve me nte  de te c tab le  e n a lg unas mue stras de  
la  líne a  J20 y que  e staba  ause nte  e n la s líne as J8 y J14 (Fig ura  8E). Al mismo  tie mpo , lo s 
e xtrac to s pro te ic o s transg é nic o s pre se ntaban una  e vide nte  re duc c ió n de  su o xidac ió n 
e n c o mparac ió n c o n lo s e xtrac to s WT (Fig ura  8F). Para  pro bar la  se nsib ilidad a l 
parde amie nto  de  lo s tubé rc ulo s maduro s -PPO, tubé rc ulo s de  4 me se s de  e dad 
o b te nido s de  p lantas c re c idas e n inve rnade ro  fue ro n c o rtado s e n ro da jas e  inc ubado s 
po r 48 ho ras a  te mpe ra tura  ambie nte  de ntro  de  una  c ámara  húme da . Co mo  se  
o bse rva  e n la  Fig ura  8G, e l parde amie nto  e nzimátic o  fue  e n g ran me dida  inhib ido  e n 
lo s tubé rc ulo s -PPO e n c o mparac ió n c o n lo s c o ntro le s WT.  
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Figura 8. Análisis de  las líne as transg é nic as -PPO c re c idas ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro . (A) Fe no tipo  
re pre se ntativo  de  plantas silve stre s (WT) y transg é nic as de  un me s de  e dad. (B) Fe no tipo  re pre se ntativo  de  
tubé rc ulo s WT y -PPO c o se c hado s a l c abo  de  4 me se s. (C) Ac tividad de  PPO e n tubé rc ulo s y ho jas. Lo s dato s 
se  pre se ntan c o mo  las ac tividade s re la tivas c o n re spe c to  a  lo s c o ntro le s WT. Las barras de  e rro r re pre se ntan 
e l ± SEM de  se is plantas individua le s de  c ada  líne a . To das las líne as -PPO fue ro n sig nific a tivame nte  dife re nte s 
(P ≤ 0,005) a  lo s c o ntro le s WT de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. (D) Aná lisis de  la  e xpre sió n individua l de  
lo s d istinto s mie mbro s de  la  familia  de  g e ne s de  PPO  po r RT-qPCR. Las barras ve rde s, ro jas y amarillas 
re pre se ntan lo s g e ne s NOR333, POT33 y POT32, re spe c tivame nte . Lo s re sultado s mo strado s so n e l pro me dio  
de  se is de te rminac io ne s inde pe ndie nte s. Lo s va lo re s se  no rmalizaro n c o n lo s o b te nido s para  EF-1α y se  
e xpre san c o mo  la  abundanc ia  re la tiva  de  ARNm e n c o mparac ió n c o n lo s c o ntro le s WT. To das las 
de sviac io ne s e stándar se  e nc ue ntran po r de ba jo  de l 5%. (E) Aná lisis inmuno químic o  (we ste rn b lo t) de  la  
pre se nc ia  de  pro te ína  PPO de  lo s tubé rc ulo s maduro s c re c ido s e n c o ndic io ne s de  inve rnade ro . El pane l 
infe rio r mue stra  un g e l c o n una  tinc ió n de  pro te ínas to ta le s c o n azul de  Co o massie . (F) Oxidac ió n de  
e xtrac to s de  pro te ína  to ta l de  papa  lue g o  de  30 minuto s a  te mpe ratura  ambie nte . (G) Fe no tipo  de  ro da jas 
de  tubé rc ulo s de  papa  mante nido s de ntro  de  una  c ámara  húme da  a  te mpe ratura  ambie nte  po r 48 hs. 

 

Co n e l mo tivo  de  e va luar la  pro duc tividad de  la s p lantas -PPO, se  re a lizaro n do s 
e xpe rime nto s de  pro duc tividad ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro  c o n papa  se milla  de  
tamaño  no rmalizado . Esto s e xpe rime nto s se  re a lizaro n e n d istintas e stac io ne s de l año  
(invie rno  y ve rano ) para  o b te ne r un c o njunto  de  da to s re pre se nta tivo s de  a l me no s 
do s c o ndic io ne s anua le s c o ntrastante s. Co mo  se  mue stra  e n la  Fig ura  9A-C, no  se  
e nc o ntraro n d ife re nc ias e n e l re ndimie nto  (g  de  tubé rc ulo / p lanta ), ni e n e l pe so  
individua l de  lo s tubé rc ulo s, a sí c o mo  tampo c o  e n e l núme ro  de  tubé rc ulo s po r p lanta  
e ntre  la s líne as -PPO y la s p lantas WT. Ade más, dado  que  se  ha  sug e rido  que  PPO 
po dría  e star re la c io nada  c o n lo s pro c e so s fo to sinté tic o s (18-21), para  inve stig ar 
c ua lquie r po sib le  e fe c to  de  la  d isminuc ió n de  la  a c tividad de  PPO so bre  la  c apac idad 
fo to sinté tic a  de  So lanum tube ro sum, se  re a lizaro n me dic io ne s de  lo s paráme tro s 
fo to sinté tic o s e n la s p lantas -PPO y WT. Co n e ste  fin, se  e va luó  la  asimila c ió n de  CO2, la  
c o nduc tanc ia  e sto mátic a  y la  transpirac ió n e n ho jas to ta lme nte  e xpandidas de  
p lantas de  c inc o  se manas de  e dad c re c idas ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro . De  lo s 
da to s o b te nido s e n e stas me dic io ne s se  de spre nde  que  ning uno  de  e sto s paráme tro s 
pre se nta  d ife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas e ntre  la s líne as -PPO y WT (Fig ura  
9D-F).  
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Figura 9. Pro duc tividad y fo to sínte sis de  las líne as transg é nic as -PPO. (A) Pe so  to ta l de  tubé rc ulo s po r planta . 
(B) Pe so  individua l de  c ada  tubé rc ulo . (C) Núme ro  de  tubé rc ulo s po r planta . La  e va luac ió n de  la  
pro duc tividad se  re a lizó  e n plantas c re c idas e n mac e tas de  4 litro s ba jo  c o ndic io ne s de  inve rnade ro  e n 
invie rno  y e n ve rano . Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM de  25 plantas po r líne a . No  se  o bse rvaro n 
dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e ntre  las líne as WT y transg é nic as de  ac ue rdo  c o n e l 
aná lisis t de  Stude nt. (D) Asimilac ió n de  CO2 po r unidad de  áre a . (E) Co nduc tanc ia  e sto mátic a . (F) 
Transpirac ió n. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM de  se is plantas inde pe ndie nte s po r líne a . No  se  
o bse rvaro n dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e ntre  lo s c o ntro le s WT y las líne as 
transg é nic as de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. Lo s paráme tro s fo to sinté tic o s fue ro n me dido s ba jo  
c o ndic io ne s de  inve rnade ro . 

 

Lo s nive le s de  me tabo lito s so n disímile s e n las líne as WT y -PPO  

Co n e l fin de  ide ntific a r po sib le s a lte rac io ne s me tabó lic as e n la s líne as -PPO, se  lle vó  a  
c abo  un c o mple to  aná lisis de  la  c o mpo sic ió n me tabó lic a  de  lo s tubé rc ulo s 
transg é nic o s me diante  la  c o mbinac ió n de  té c nic as de  e spe c tro fo to me tría  y 
c ro mato g ra fía  de  g ase s a c o plada  a  e spe c tro me tría  de  masas (GC-MS) (132). Si b ie n 
se  e nc o ntraro n d isimilitude s e n muc ho s de  lo s me tabo lito s de te c tado s, só lo  unas po c a s 
re sultaro n se r e stadístic ame nte  sig nific a tivas e ntre  la s mue stras WT y -PPO (Fig ura  10A y 
10B). En partic ular, e l c o nte nido  de  amino ác ido s se  vio  g e ne ra lme nte  d isminuido , 
mie ntras que  un g rupo  de  azúc are s so lub le s c o mpue sto  po r g luc o sa , fruc to sa , ma lto sa  
y tre ha lo sa  se  e nc o ntró  aume ntado  e n to das la s líne as transg é nic as. Uno s po c o s 
á c ido s o rg ánic o s (2-amino -adipa to , de hidro asc o rbato , c lo ro g e nato  y tre o nato ) y 
á c ido s g raso s (pa lmito le a to , e ste ara to  y lig no c e ra to ) mo straro n tambié n c ambio s 
sig nific a tivo s e n lo s tubé rc ulo s -PPO c o n re spe c to  a  lo s c o ntro le s WT (Fig ura  10A y 10B). 
Para  lo g rar una  me jo r inte rpre tac ió n de  la s d ife re nc ias me tabó lic as e xiste nte s e ntre  la s 
líne as transg é nic as y WT se  aplic ó  un aná lisis no  paramé tric o  de  c o mpo ne nte s 
princ ipa le s (PCA). Este  mo de lo  de  PCA, que  e xplic a  a lre de do r de l 60 % de  la  varianza  
de  lo s da to s, se  mue stra  e n la  Fig ura  10C. El aná lisis g lo ba l de  PCA mo stró  una  le ve  
se parac ió n e n e l c o mpo ne nte  princ ipa l 1 (PC1, que  e xplic a  e l 32,6 % de  la  varianza ) 
e ntre  la s líne as -PPO y WT y pe rmitió  ide ntific a r o c ho  me tabo lito s c o n un impac to  
sig nific a tivo  (≥ 0,19 y ≤ -0,19) e n la  se parac ió n po r g e no tipo , se is amino ác ido s 
(me tio nina , fe nila lanina , histid ina , o rnitina , a rg inina  y se rina ) y do s á c ido s o rg ánic o s 
(g lutara to  y de hidro asc o rbato ). Estas a lte rac io ne s me tabó lic as mo tivaro n la  búsque da  
de  o tro s g e ne s que  pudie ran e star sie ndo  tambié n sile nc iado s de  fo rma  no  inte nc io na l. 
Para  e llo  se  e xaminaro n las base s de  da to s de l NCBI (http :/ / b last.nc b i.nlm.nih.g o v/ ) y 
de l pro ye c to  de  se c ue nc iac ió n g e nó mic a  de  so lanác e as (http :/ / so lg e no mic s.ne t/ ) e n 
busc a  de  se c ue nc ias c o mple me ntarias a  la  ho rquilla  de  sile nc iamie nto  utilizada . Esta  
búsque da  no  pe rmitió  ide ntific a r o tras se c ue nc ias b lanc o  a  parte  de  la s de  lo s g e ne s 
de  PPO . De  e sto s aná lisis se  de duc e  que  la s varia c io ne s e stán princ ipa lme nte  
influe nc iadas po r lo s d istinto s g e no tipo s y que  si b ie n e xiste n d ife re nc ias e n e l 
me tabo lismo  primario  de  lo s tubé rc ulo s transg é nic o s, e stas d ife re nc ias so n po c as y de  
pe que ña  mag nitud.  
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Comienza en la página anterior 

Figura 10. Análisis de l me tabo lismo  primario  de  tubé rc ulo s WT y -PPO. (A y B) Co nte nido  re la tivo  de  
me tabo lito s e n tubé rc ulo s WT (c o lumnas b lanc as), J8 (c o lumnas g ris c laro ), J14 (c o lumnas g ris o sc uro ) y J20 
(c o lumnas ne g ras). Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM. Las dife re nc ias sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e stán 
indic adas c o n una  e stre lla  (). (C) Aná lisis de  c o mpo ne nte s princ ipa le s (PCA) de  lo s pe rfile s me tabó lic o s 
c o mple to s de  tubé rc ulo s WT (azul), J8 (ro jo ), J14 (amarillo ) y J20 (ve rde ). 

 

Lo s tubé rc ulo s -PPO so n más c o nsumido s que  lo s WT y no  
a lte ran lo s paráme tro s fisio ló g ic o s e n un mo de lo  murino  

Para  e studiar si la  re duc c ió n de l parde amie nto  y lo s nive le s e nzimátic o s de  PPO e n 
tubé rc ulo s de  papa  pro duc ían a lg ún e fe c to  partic ular so bre  la  pa la tab ilidad y e l 
c o nsumo  de  papa , y c o nside rando  que  po drían e xistir d ife re nc ias e n (y de b idas a ) la  
ing e sta  de  papa  transg é nic a  de b ido  a  la s a lte rac io ne s o rig inadas po r la  mo dific a c ió n 
g e né tic a  (inhib ic ió n de l parde amie nto  y nive le s a lte rado s de  me tabo lito s), se  
re a lizaro n e studio s de  a lime ntac ió n e n ra to ne s. Dado  que  para  la  o b te nc ió n de l 
fe no tipo  de se ado  se  utilizó  una  e stra te g ia  de  sile nc iamie nto  de  ARN y ning una  nue va  
pro te ína , a  e xc e pc ió n de  la  ya  c o nside rada  se g ura  HPT (159-161), se  intro dujo  e n la s 
líne as -PPO, se  de c id ió  re a lizar un e nsayo  de  se g uridad c o n a lime nto s to ta le s. Esto  
sig nific a  que  e n lo s e nsayo s se  utilizaro n tubé rc ulo s c o mple to s e n c o ntrapo sic ió n c o n la  
utilizac ió n de  pro te ínas re c o mbinante s purific adas. Lo s anima le s fue ro n a lime ntado s 
c o n d ie tas c o nsiste nte s e n ag ua , a lime nto  ba lanc e ada  para  ro e do re s (ABR) y papa  
ad lib itum, do nde  la  únic a  d ife re nc ia  e ntre  g rupo s e ra  la  líne a  de  papa  suministrada : 
WT, j8, j14 y j20 para  lo s g rupo s A, B, C y D, re spe c tivame nte . El a spe c to  y 
c o mpo rtamie nto  g e ne ra l de  lo s ra to ne s fue  c o ntro lado  d ia riame nte  y no  se  
o bse rvaro n d ife re nc ias e ntre  lo s d istinto s g rupo s. Llamativame nte , to do s lo s g rupo s de  
ra to ne s a lime ntado s c o n d ie tas suple me ntadas c o n tubé rc ulo s transg é nic o s 
pre se ntaro n una  ing e sta  d ia ria  de  papa  sig nific a tivame nte  mayo r que  lo s g rupo s 
a lime ntado s c o n d ie tas suple me ntadas c o n tubé rc ulo s WT (Fig ura  11A y 11C). Sin 
e mbarg o , no  se  o bse rvaro n d ife re nc ias sig nific a tivas e n e l c o nsumo  de  a lime nto  
ba lanc e ado  (Fig ura  11B y 11D ) ni e n e l c re c imie nto  (aume nto  de  pe so  c o rpo ra l) de  lo s 
ra to ne s e ntre  ning uno  de  lo s g rupo s (Fig ura  11E). Una  ve z fina lizado s lo s e xpe rime nto s 
de  a lime ntac ió n, se  re a lizaro n e xáme ne s mac ro sc ó pic o s y de l pe so  to ta l de  lo s 
ó rg ano s que  no  a rro ja ro n d ife re nc ias apre c iab le s e ntre  lo s d istinto s g rupo s (Fig ura  11F y 
Tab la  1). Ade más, no  se  e nc o ntraro n d ife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 

0,05) e ntre  lo s pe so s re la tivo s de  lo s ó rg ano s de  lo s g rupo s c o ntro l y e xpe rime nta le s 
(Tab la  1) y lo s da to s fue ro n c o mparab le s c o n lo s va lo re s de  re fe re nc ia  dado s para  
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ra to ne s sano s (jaxmic e .jax.o rg / stra in/ 000651.htm), sug irie ndo  la  ause nc ia  de  
to xic idad. El aná lisis histo pato ló g ic o  de  híg ado  y riño ne s e vide nc ió  que  la s e struc turas 
no rmale s de  lo s te jido s he pátic o s y re na le s e staban c o nse rvadas tanto  e n lo s ra to ne s 
a lime ntado s c o n papa  WT c o mo  -PPO (Fig ura  11G). Lo s va lo re s o b te nido s e n lo s 
aná lisis de  sang re  re sultaro n se r simila re s e ntre  to do s lo s g rupo s (Tab la  2), y e l aná lisis de  
c o pro c ultivo s mo stró  que  la  flo ra  inte stina l (unidade s fo rmado ras de  c o lo nias/ mg  de  
mue stra  fe c a l) de  lo s g rupo s c o ntro l y e xpe rime nta le s e ra  simila r (Fig ura  11H), 
indic ando  que  no  e xistie ro n e fe c to s adve rso s so bre  la  mic ro b io ta  inte stina l (162). La  
Fig ura  11I mue stra  e l a spe c to  c o ntrastante  de  lo s tubé rc ulo s WT y -PPO que  e ra  
usua lme nte  o bse rvado  a l mo me nto  de l re c ambio  d ia rio  de  a lime nto  c ada  24 ho ras. 

 

Tabla 1. Pe so s y pe so s re la tivo s de  ó rg ano s de  ra to ne s a lime ntado s c o n tubé rc ulo s de  papa  WT o  -PPO. 
 

 Grupo  A Grupo  B Grupo  C Grupo  D 

Co razó n 0,1101 ± 0,015 0,1166 ± 0,008 0,1196 ± 0,012 0,1189 ± 0,009 

% Co razó n 0,52 ± 0,023 0,55 ± 0,050 0,57 ± 0,073 0,56 ± 0,035 

Riño ne s 0,2834 ± 0,036 0,2963 ± 0,026 0,2912 ± 0,017 0,2833 ± 0,023 

% Riño ne s 1,35 ± 0,062 1,41 ± 0,126 1,40 ± 0,058 1,35 ± 0,084 

Híg ado  0,9471 ± 0,141 0,9833  ± 0,101 0,9996 ± 0,046 0,9945 ± 0,070 

% Híg ado  4,53 ± 0,262 4,70 ± 0,557 4,83 ± 0,205 4,74 ± 0,321 

Pulmo ne s  0,1694 ± 0,010 0,1707 ± 0,016 0,1785 ± 0,015 0,1786 ± 0,007 

% Pulmo ne s 0,81 ± 0,091 0,81 ± 0,071 0,86 ± 0,086 0,85 ± 0,047 

Pánc re as 0,0999 ± 0,011 0,0884  ± 0,010 0,0932 ± 0,005 0,0905 ± 0,006 

% Pánc re as 0,47 ± 0,048 0,42 ± 0,039 0,45 ± 0,019 0,43 ± 0,037 

 
Las filas c o n no mbre s de  “ó rg ano s” so n lo s pe so s de  lo s ó rg ano s (g ). Las filas c o n lo s no mbre s “% ó rg ano s” so n 
lo s po rc e nta je s de  lo s pe so s de  lo s ó rg ano s c o n re spe c to  a  lo s pe so s c o rpo ra le s. Lo s g rupo s A, B, C y D fue ro n 
a lime ntado s c o n papas WT, j8, j14 y j20 re spe c tivame nte . No  se  e nc o ntraro n dife re nc ias e stadístic ame nte  
sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e ntre  lo s g rupo s de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. Lo s va lo re s so n pro me dio s ± 
SD. 

 

 

 

Página siguiente 

Figura 11. Estudio s de  b io se g uridad e n ra to ne s. Lo s g rupo s A, B, C y D fue ro n a lime ntado s c o n die tas 
suple me ntadas c o n tubé rc ulo s de  las líne as WT, J8, J14 y J20 re spe c tivame nte . (A) Co nsumo  diario  de  papa . 
(B) Co nsumo  diario  de  a lime nto  ba lanc e ado  para  ro e do re s (ABR). (C) Co nsumo  me dio  de  papa . (D) 
Co nsumo  me dio  de  ABR. To do s lo s g rupo s a lime ntado s c o n papas -PPO c o nsumie ro n sig nific a tivame nte  
(P ≤ 0,05) más papa  que  lo s g rupo s a lime ntado s c o n papa  WT pe ro  no  se  e nc o ntraro n dife re nc ias 
sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e ntre  g rupo s c o n re spe c to  a l c o nsumo  de  ABR de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  
Stude nt. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM. Las dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas e stán 
indic adas c o n una  e stre lla  (). (E) Pe so s c o rpo ra le s de  lo s ra to ne s. No  se  e nc o ntraro n dife re nc ias 
e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,05) de  ac ue rdo  a l aná lisis de  ANOVA de  me didas re pe tidas. Las barras 
de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM. (F) Pe so s de  lo s ó rg ano s. No  se  e nc o ntraro n dife re nc ias e stadístic ame nte  
sig nific a tivas (P ≤ 0,05) de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM. (G) 
Re sultado s histo ló g ic o s re pre se ntativo s de  te jido s de  híg ado  y riñó n. Barra : 100 μm. (H) Aná lisis de  la  
mic ro flo ra  inte stina l e n c ultivo s de  ag ar-Le vine -EMB (EMB: Eo sin Me thyle ne  Blue ) y ag ar-sang re  (MBA: Minimal 
Blo o d Ag ar). Cultivo s re pre se ntativo s y aná lisis de  las unidade s fo rmado ras de  c o lo nias (UFC) de  la  mic ro flo ra  
de  ra to ne s BALB/ c  a lime ntado s po r 28 días c o n ABR suple me ntado  c o n tubé rc ulo s WT o  -PPO. No  se  
e nc o ntraro n dife re nc ias apre c iab le s e ntre  lo s d istinto s g rupo s. (I) Aspe c to  re pre se ntativo  de  mue stras 
so brante s de  tubé rc ulo s WT y -PPO a l mo me nto  de l re c ambio  diario  de  a lime nto  c ada  24 ho ras. El e studio s 
de  b io se g uridad e n ra to ne s fue  re a lizado  do s ve c e s o b te nié ndo se  re sultado s similare s, po r lo  que  se  mue stra  
so lo  un e xpe rime nto  re pre se ntativo . 
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Tabla 2. Aná lisis b io químic o  y he mato ló g ic o  de  ra to ne s a lime ntado s c o n tubé rc ulo s de  papa  WT o  -PPO. 
 

 Grupo  A Grupo  B Grupo  C Grupo  D 

Bio químic a 

ALT 42,80 ± 12,01 41,80 ± 15,34 41,20 ± 7,39 39,60 ± 2,61 

AST 112,2 ± 7,12 113,6 ± 18,31 115,4 ± 40,90 96,8 ± 24,04 

ALP 253,3 ± 21,75 274,6 ± 40,87 270,6 ± 26,62 267,6 ± 42,10 

γ-GTP 1,50 ± 1,29 1,60 ± 1,51 1,80 ± 0,83 2,0 ± 1,00 

T-CHO 105,5 ± 6,80 110,2  ± 5,49 104,6 ± 7,98 113,2 ± 11,39 

SA 3,12 ± 0,43 3,4 ± 0,18 3,38 ± 0,08 3,47 ± 0,09 

TP  4,47 ± 0,73 4,92 ± 0,30 4,88 ± 0,14 5,00 ± 0,08 

He mato lo g ía   

WBC 3,28 ± 0,25 4,16 ± 1,88 3,70 ± 0,77 4,14 ± 1,38 

RBC 7,69 ± 0,69 7,87 ± 0,60 8,09 ± 0,30 8,08 ± 0,18 

HGB 13,28 ± 0,42 12,92 ± 0,39 13,56 ± 0,34 13,72 ± 0,39 

HCT 37,40 ± 3,46 38,42 ± 3,16 39,10 ± 1,53 39,46 ± 0,79 

MCV 48,60 ± 0,37 48,76  ± 0,40 48,32 ± 0,31 48,82 ± 0,40 

MCH 15,46 ± 1,46 15,70 ± 1,86 16,76 ± 0,64 17,00 ± 0,44 

MCHC 31,82 ± 2,87 32,28 ± 4,05 34,70 ± 1,34 34,04 ± 1,91 

RDW 17,06 ± 0,35 16,80 ± 0,33 16,88 ± 0,27 16,68 ± 0,25 

PLT 682,2 ± 112,4 635,8 ± 149,4 615,0 ± 294,7 705,2 ± 98,00 

MPV 5,68 ± 0,31 5,66 ± 0,58 5,36 ± 0,11 5,60 ± 0,18 

PCT 0,25 ± 0,15 0,24 ± 0,09 0,33 ± 0,16 0,42 ± 0,08 

PDW 16,46 ± 1,20 16,88  ± 0,98 16,28 ± 0,63 16,54 ± 0,71 

NE% 16,95 ± 0,46 16,75 ± 1,25 16,08 ± 1,49 16,82 ± 0,81 

LY% 85,73 ± 11,00 86,95 ± 10,45 82,88 ± 10,22 86,48 ± 10,25 

MO% 1,67 ± 1,76 1,74  ± 0,94 1,67 ± 1,12 1,62 ± 1,07 

EO% 0,75 ± 0,44 0,76 ± 0,16 0,77 ± 0,42 0,68 ± 0,16 

BA% 0,52 ± 0,24 0,47 ± 0,26 0,55 ± 0,80 0,42 ± 0,45 

 
ALT: Alanina  amino transfe rasa  (IU/ L), AST: asparta to  amino transfe rasa  (IU/ L), ALP: fo sfa tasa  a lc a lina  (IU/ L), γ-
GTP: γ-g lutamil-transpe ptidasa  (IU/ L), T-CHO: c o le ste ro l to ta l (mg / dl), SA: a lbúmina  (g / dl), TP: pro te ína  to ta l 
(g / d l), WBC: c o nte o  de  g ló bulo s b lanc o s (103 c é lulas/µl), RBC: c o nte o  de  g ló bulo s ro jo s (106 c é lulas/µl), HGB: 
he mo g lo b ina  (g / d l), HCT: he mato c rito  (%), MCV: vo lume n c e lular me dio  (fl), MCH: he mo g lo b ina  c o rpusc ular 
me dia  (pg ), MCHC: c o nc e ntrac ió n de  he mo g lo b ina  c o rpusc ular me dia  (g / dL), RDW: variab ilidad de  las 
me didas de  g ló bulo s ro jo s (%), PLT: plaque tas (103 c é lulas/µl), MPV: vo lume n plaque tario  me dio  (fl), PCT: 
masa  to ta l de  plaque tas (%), PDW: variab ilidad de  las me didas de  plaque tas (%) , NE%: po rc e nta je  de  
ne utró filo s (%), LY%: po rc e nta je  de  linfo c ito s (%), MO% : po rc e nta je  de  mo no c ito s (%), EO% : po rc e nta je  de  
e o sinó filo s (%), BA% : po rc e nta je  de  basó filo s (%). No  se  e nc o ntraro n dife re nc ias e stadístic ame nte  
sig nific a tivas (P ≤ 0,05) e ntre  lo s g rupo s de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. Lo s va lo re s so n pro me dio s ± 
SD. 

 

Análisis b io info rmátic o s de  a le rg e nic idad 

Si b ie n la  c o nstruc c ió n g é nic a  utilizada  e n e ste  traba jo  no  fue  d ise ñada  para  pro duc ir 
pro te ínas, dado  que  e l aná lisis de  a le rg e nic idad e s una  parte  muy impo rtante  de l 
pro c e so  de  e va luac ió n de  la  se g uridad de  c ultivo s transg é nic o s (126, 128), la  
se c ue nc ia  de l c asse tte  intro duc ido  e n la s líne as transg é nic as fue  e va luada  e n sus se is 
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marc o s de  le c tura  me diante  e nfo que s b io info rmátic o s para  ide ntific a r po sib le s 
c o inc ide nc ias c o n se c ue nc ia  de  pro te ínas a le rg é nic as c o no c idas (127, 128). Las 
búsque das de  ho mo lo g ía  de  se c ue nc ia  e n la s base s de  da to s SDAP (Struc tura l 
Database  o f Alle rg e nic  Pro te ins), FARRP (Fo o d Alle rg y Re se arc h and Re so urc e  
Pro g ram) y NCBI (Natio na l Ce nte r fo r Bio te c hno lo g y Info rmatio n-Entre z-pro te in) no  
ide ntific a ro n ning ún a line amie nto  sig nific a tivo  c o n se c ue nc ias de  a lé rg e no s 
c o no c ido s. El me jo r a line amie nto  de  se c ue nc ias o b te nido  e n la  base  de  da to s SDAP 
fue  de l 32,5 % c o ntra  e l a lé rg e no  Aspf5 (CAA83015) de  Aspe rg illus fumig atus. Este  va lo r 
e stá  po r de ba jo  de l nive l de  ide ntidad de l 50 % ne c e sario  para  c o nside rar la  
o c urre nc ia  de  po te nc ia le s re ac c io ne s c ruzadas c o n a lé rg e no s (163) y po r de ba jo  de l 
35 % de  ide ntidad c ada  80 o  más amino ác ido s sug e rido  po r la s d ire c tric e s de l Co de x 
Alime ntarius de  la  FAO/ OMS (164). En la  base  de  da to s de  a lé rg e no s FARRP, e l me jo r 
va lo r e spe rado  (va lo r e ) o b te nido  fue  de  1,1 c o ntra  la  pro te ína  pre c urso ra  de  la  
g liadina  de  tipo  a lfa  (170710) de  Tritic um ae stivum (trig o ). Este  va lo r e s 55 ve c e s mayo r 
que  e l va lo r sig nific a tivo  de  0,02 para  do s ho mó lo g o s pro te ic o s (127, 128, 

165). Ade más, no  se  e nc o ntraro n a line amie nto s sig nific a tivo s c o n pro te ínas a le rg é nic as 
e n la  base  de  da to s de  pro te ínas de  NCBI (126). En re sume n, ning una  de  la s 
e va luac io ne s re a lizadas indic ó  rie sg o s de  to xic idad y/ o  a le rg e nic idad de rivado s de  
po te nc ia le s traduc c io ne s e spurias de  la  c o nstruc c ió n. Adic io na lme nte , no  e s 
e spe rab le  que  e xistan rie sg o s de  e ste  tipo  de rivado s de  la  pro te ína  c o dific ada  po r e l 
g e n de  se le c c ió n utilizado  (HPT: hig ro mic ina  fo sfo trasfe rasa ), ya  que  su se g uridad ha  
sido  e stab le c ida  e n traba jo s pre vio s (159-161).  

 

Estudio s se nso ria le s 

Co nside rando  que  la  pe rc e pc ió n de l a ro ma  de  lo s a lime nto s pre c e de  e  influe nc ia  la  
ing e sta  y e l sabo r de  lo s mismo s (166), y dado  que  la  o xidac ió n e nzimátic a  a lte ra  la s 
pro pie dade s o rg ano lé ptic as de  lo s a lime nto s (139, 143), se  de c id ió  e xplo rar si la s 
d ife re nc ias o bse rvadas e n la  ing e sta  de  papa  e n lo s e xpe rime nto s de  se g uridad 
a lime ntaria  c o n ra to ne s e staban influe nc iadas po r un c o mpo ne nte  o lfa tivo . Para  e llo , 
se  re a lizaro n e xpe rime nto s c o n do s paradig mas e xpe rime nta le s de l á re a  de  la s 
ne uro c ie nc ias, e l “paradig ma  de  c ampo  ab ie rto " (o pe n fie ld  te st) (139, 166) y e l 
“paradig ma  de  intro duc c ió n de  nariz” (no se -po c king  pre fe re nc e  te st) (140, 141). Esto s 
mo de lo s e xpe rime nta le s so n c o múnme nte  utilizado s para  e studiar e l c o mpo rtamie nto  
e xplo ra to rio  e n anima le s de  labo ra to rio  sin la  inte rfe re nc ia  de  un o bse rvado r (166). Lo s 
d ise ño s e xpe rime nta le s utilizado s que  pe rmitie ro n c o rre lac io nar e l c o mpo rtamie nto  
e xplo ra to rio  de  ra to ne s c o n pre fe re nc ias o lfa tivas se  mue stran e n las Fig uras 12A y 13E. 
Ade más, para  c o mple me ntar lo s e studio s he c ho s c o n ra to ne s, tambié n se  re a lizaro n 
aná lisis se nso ria le s c o n vo luntario s huma no s (143, 144) (Fig ura  14A-E). 

Inic ia lme nte , se  d ise ñó  un e nsayo  mo dific ado  de l de sc ripto  po r Smith e t a l. (139), 
do nde  do s c o nte ne do re s de  a lime nto , e spe c ia lme nte  d ise ñado s c o n una  ma lla  
me tá lic a  que  e vita  e l c o ntac to  físic o  c o n e l c o nte nido , e ran e mplazado s 
e quidistante me nte  e n e l c e ntro  de  una  c a ja  de  e studio  de  c ampo  ab ie rto  (Fig ura  12A) 
y e l c o mpo rtamie nto  e xplo ra to rio  de  lo s ra to ne s e ra  mo nito re ado  e n o sc uridad to ta l 
me diante  un ma llado  de  rayo s infrarro jo s insta lado s de ntro  de  la  c a ja . Dado  que  e ste  
mo de lo  e xpe rime nta l e ra  iné dito , prime ro  se  va lidó  e xpo nie ndo  a  lo s ra to ne s a  
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situac io ne s e n do nde  ambo s c o nte ne do re s se  e nc o ntraban vac ío s o  e n do nde  un 
c o nte ne do r c o nte nía  mue stras de  papa  y e l o tro  se  e nc o ntraba  vac ío . Esta  va lidac ió n 
pe rmitió  o bse rvar que  lo s ra to ne s no  te nían inte ré s ni pre fe re nc ias po r ning uno  de  lo s 
do s c o nte ne do re s de  a lime nto  (A o  B) c uando  e sto s se  e nc o ntraban vac ío s (Fig ura  12B 
y 12C). Ade más, c o mo  se  e je mplific a  e n la  Fig ura  12D, lo s ra to ne s e vitaban c ruzar la  
zo na  c e ntra l y e n su lug ar pre fe rían la  pe rife ria  y, e n partic ular, la s e squinas. Sin 
e mbarg o , una  c la ra  pre fe re nc ia  e xplo ra to ria  se  e vide nc iaba  c uando  un c o nte ne do r 
c o nte nía  mue stras de  papa  y e l o tro  se  e nc o ntraba  vac ío  (Fig ura  12E-G). A su ve z, se  
o b tuvie ro n re sultado s simila re s a l re a lizarse  c o ntro le s c o n ambo s c o nte ne do re s 
c o nte nie ndo  mue stras de  papa  o  c o n un c o nte ne do r c o nte nie ndo  a lime nto  
ba lanc e ado  para  ro e do re s y e l o tro  c o nte ne do r vac ío  (Fig ura  9H-K). Ya  que  e sto s 
e xpe rime nto s se  re a lizaro n e n o sc uridad to ta l y que  lo s ra to ne s só lo  po dían pe rc ib ir lo  
que  se  e nc o ntraba  de ntro  de  lo s c o nte ne do re s me diante  e l uso  de l o lfa to , se  
c o nc luyó  que  e l d ise ño  e xpe rime nta l e ra  útil para  ide ntific a r o lo re s que  e vo c aban 
re spue stas de  a trac c ió n e n ra to ne s y, po r lo  tanto , pe rmitía  la  d isc riminac ió n de  
pre fe re nc ias a ro mátic as.  
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Figura 12. Validac ió n de l e xpe rime nto  de  pre fe re nc ia  o lfa tiva  e n e l paradig ma de  c ampo  ab ie rto . (A) 
Re pre se ntac ió n e sque mátic a , vista  de sde  arriba , de  lo s mó dulo s de  c ampo  ab ie rto  c o n las zo nas A y B, 
c o mpre ndie ndo  a  lo s c o nte ne do re s de  a lime nto  y d iag rama de l pro c e dimie nto  e xpe rime nta l. De l d ía  1 a l 
d ía  3, lo s ra to ne s fue ro n hab ituado s a  lo s mó dulo s de  c ampo  ab ie rto  c o n lo s c o nte ne do re s de  a lime nto  
vac ío s. El d ía  4, e l c o mpo rtamie nto  e xplo rato rio  de  lo s ra to ne s se  c o ntro ló  c o n lo s c o nte ne do re s de  a lime nto  
vac ío s y lo s dato s o b te nido s fue ro n c o nside rado s c o mo  c o ntro le s e xpe rime nta le s ne g ativo s (-). El d ía  5, 
mue stras de  papa  fre sc a  (0 h) se  c o lo c aro n e n lo s c o nte ne do re s A o  B. El d ía  6, las mue stras de  papa  
o xidada  (24 h) se  c o lo c aro n e n las po sic io ne s o pue stas c o n re spe c to  a l d ía  5. El d ía  7, mue stras de  papa  WT 
fre sc a  fue ro n c o lo c adas e n un c o nte ne do r, mie ntras que  e l o tro  re c ipie nte  pe rmane c ió  vac ío  y lo s dato s 
o b te nido s fue ro n c o nside rado s c o mo  c o ntro le s e xpe rime nta le s po sitivo s (+). Lo s días 8 y 9 se  re a lizaro n 
c o ntro le s adic io na le s c o n ambo s c o nte ne do re s c o nte nie ndo  mue stra  de  papa  WT fre sc a  y c o n a lime nto  
ba lanc e ado  para  ro e do re s (ABR) e n un únic o  c o nte ne do r, re spe c tivame nte  (no  mo strado  e n e l d iag rama 
e xpe rime nta l). Po rc e nta je  de  ing re so s (B) y tie mpo  de  e xplo rac ió n (C) de  lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n 
ambo s c o nte ne do re s de  a lime nto  vac ío s. (D) Traye c to ria  re pre se ntativa  (5 min) de  un ra tó n partic ipando  de  
un e xpe rime nto  c o ntro l ne g ativo , c o n ambo s c o nte ne do re s vac ío s. Po rc e nta je  de  ing re so s (E) y tie mpo  de  
e xplo rac ió n (F) de  lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n un c o nte ne do r c o n mue stras WT y e l o tro  c o nte ne do r 
vac ío . (G) Traye c to ria  re pre se ntativa  (5 min) de  un ra tó n partic ipando  de  un e xpe rime nto  c o ntro l po sitivo , 
c o n un c o nte ne do r c o n mue stras WT y e l o tro  c o nte ne do r vac ío . Lo s re c uadro s c e ntra le s e n las fig uras D y G 
re pre se ntan las zo nas A (a  la  izquie rda ) y B (a  la  de re c ha ). Po rc e nta je  de  ing re so s (H) y tie mpo  de  
e xplo rac ió n (I) de  lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n ambo s c o nte ne do re s c o n mue stras WT. Po rc e nta je  de  
ing re so s (J) y tie mpo  de  e xplo rac ió n (K) de  lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n un c o nte ne do r c o n ABR y e l 
o tro  c o nte ne do r vac ío . Las e stre llas () re pre se ntan dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,03) de  
ac ue rdo  c o n la  prue ba  t de  una  mue stra  para  dife re nc ia  de l 50 %. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l 
inte rva lo  de  ± 95 % de  o c ho  e xpe rime nto s inde pe ndie nte s.  
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Lo s rato ne s tie ne n pre fe re nc ia  po r las papas -PPO c uando  lo s 
tubé rc ulo s pre se ntan de te rio ro  o xidativo   

Una  ve z e stab le c ido  que  e l d ise ño  e xpe rime nta l e ra  ade c uado  para  d isc riminar 
pre fe re nc ias o lfa tivas e n ra to ne s, se  ana lizaro n lo s da to s o b te nido s para  la s líne as WT y 
-PPO. El aná lisis de l c o mpo rtamie nto  de mo stró  que  lo s ra to ne s no  te nían ning una  
pre fe re nc ia  po r la s mue stras WT o  -PPO fre sc as (0 h) (Fig ura  13A y 13B). Sin e mbarg o , 
c uando  e sto s e xpe rime nto s se  re pitie ro n c o n mue stras o xidadas (24 h), lo s ra to ne s 
pre se ntaro n c o nsiste nte me nte  un mayo r inte ré s po r la s mue stras transg é nic as y e sto s 
re sultado s fue ro n e stadístic ame nte  sig nific a tivo s (P ≤ 0,03) se g ún la  prue ba  t de  Stude nt 
de  una  mue stra  para  d ife re nc ia  de  50 % (e xplo rac ió n a l azar) (Fig ura  13C y 13D). Si 
b ie n no  hubo  d ife re nc ias sig nific a tivas e ntre  la s mue stras de  papa  fre sc a , si hubo  una  
d ife re nc ia  sig nific a tiva  c o n re spe c to  a  la  hipó te sis nula  para  la s mue stras de  papa  
o xidada , lo  que  sug ie re  que  e xiste n aro mas d ife re nc ia le s e ntre  la s líne as WT y -PPO que  
so n ac e ntuado s una  ve z que  e l de te rio ro  o xida tivo  tie ne  lug ar. Ade más, para  
c o nfirmar lo s re sultado s de l paradig ma  de  c ampo  ab ie rto , se  re a lizó  un e xpe rime nto  
de  intro duc c ió n de  nariz, utilizando  un tab le ro  c o n ag uje ro s se g ún lo  de sc ripto  
pre viame nte  (140, 141) (Fig ura  13E). En e ste  e xpe rime nto , lo s ra to ne s de mo straro n una  
re duc c ió n sig nific a tiva  (P ≤ 0,05) de l tie mpo  de  e xplo rac ió n só lo  c o n las mue stras WT 
o xidadas (24 h) (Fig ura  13F), sug irie ndo  que  la s papas -PPO mantie ne n su c a lidad 
aro mátic a  po r pe río do s más la rg o s de  tie mpo  que  la s papas WT.  

 

 

Figura 13. Expe rime nto s se nso ria le s c o n ra to ne s. Po rc e nta je  de  ing re so s (A) y tie mpo  de  e xplo rac ió n (B) de  
lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n mue stras WT o  -PPO fre sc as (0 h). Po rc e nta je  de  ing re so s (C) y tie mpo  de  
e xplo rac ió n (D) de  lo s ra to ne s e n las zo nas A y B c o n mue stras WT o  -PPO o xidadas (24 h). De  A-D, las do s 
e stre llas () re pre se ntan dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,03) de  ac ue rdo  c o n la  prue ba  t 
de  una  mue stra  para  dife re nc ia  de l 50 % y las barras de  e rro r re pre se ntan e l inte rva lo  de  ± 95 % de  lo s o c ho  
e xpe rime nto s inde pe ndie nte s. (E) Re pre se ntac ió n e sque mátic a , vista  de sde  arriba , de  lo s mó dulo s de  
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tab le ro  c o n ag uje ro s c o n un o rific io  c e ntra l y d iag rama de l pro c e dimie nto  e xpe rime nta l. De l d ía  1 a l d ía  3, 
lo s ra to ne s fue ro n hab ituado s a  lo s mó dulo s. El d ía  4, e l c o mpo rtamie nto  e xplo ra to rio  de  lo s ra to ne s se  
mo nito re ó  c o n mue stras e xpe rime nta le s. (F) Re sultado  de  lo s e xpe rime nto s c o n e l paradig ma de l tab le ro  
c o n ag uje ro s. Lo s tie mpo s me dio s de  inve stig ac ió n (s) ± SEM de  se is me dic io ne s inde pe ndie nte s se  mue stran 
para  c ada  tipo  de  mue stra . En e ste  c aso , la  e stre lla  () re pre se nta  dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas 
(P ≤ 0.05) e n e l tie mpo  de  inve stig ac ió n de  ac ue rdo  a  la  prue ba  de  ANOVA se g uida  de l te st de  
c o mparac ió n múltiple  de  Ne wman-Ke uls.  

 

Lo s se re s humano s so n c apac e s de  dife re nc iar las líne as -PPO 
de  las WT po r su aro ma  

Para  inve stig ar si la s d ife re nc ias a ro mátic as e ntre  la s líne as WT y transg é nic as e ran 
tambié n apre c iadas po r se re s humano s, se  re a lizó  un c o njunto  adic io na l de  
e xpe rime nto s c o n vo luntario s humano s de  ambo s se xo s (143, 144). Prime ro , se  e xaminó  
si lo s se re s humano s e ran c apac e s de  d isc riminar mue stras WT o xidadas de  mue stras -
PPO (J8, J14 y J20) e quiva le nte s. En e ste  e xpe rime nto  pre liminar, e l 100 % de  lo s 
e va luado re s de sc rib ió  de  mane ra  ine quívo c a  que  la s mue stras -PPO e ran más 
aro mátic as que  la s mue stras WT (Fig ura  14A) y, e n g e ne ra l, lo s partic ipante s hic ie ro n 
c o me ntario s po sitivo s so bre  e l a ro ma  de  lo s tubé rc ulo s transg é nic o s, a le g ando  que  
c re ían e star o lie ndo  me ló n, sandía , pe pino  o  papa . Po ste rio rme nte , se  lle vó  a  c abo  un 
se g undo  e xpe rime nto  c o n un to ta l de  61 partic ipante s d ivid ido s e n do s g rupo s, un 
prime r g rupo  (n=19) fue  e va luado  c o n mue stras fre sc as y un se g undo  g rupo  (n=42) c o n 
mue stras o xidadas. Este  e xpe rime nto  c o nfirmó  que  lo s humano s so n c apac e s de  
pe rc ib ir d ife re nc ias e ntre  lo s o lo re s de  la s mue stras WT y -PPO, y que  e stas d ife re nc ias 
so n d isc riminadas c o n una  mayo r pre c isió n c uando  la s mue stras se  e nc ue ntran 
o xidadas. El g rupo  e va luado  c o n mue stras fre sc as pre se ntó  un 57,89 % de  re spue stas 
c o rre c tas e n la  prue ba  de  d isc riminac ió n triang ular (145) (se  c o nside ró  que  una  
re spue sta  e ra  c o rre c ta  c uando  e l partic ipante  asig naba  e l o lo r d ife re nc ia l a l g e no tipo  
que  e staba  re pre se ntado  po r una  únic a  mue stra . Vé ase  Estudio s se nso ria le s y Aná lisis 
e stadístic o  de  lo s da to s e n la  se c c ió n de  Mate ria le s y Mé to do s), que  fue  sig nific a tivo  
c o n un va lo r P ≤ 0,03, mie ntras que  e l g rupo  e va luado  c o n mue stras o xidado  pre se ntó  
un 85,71 % de  re spue stas c o rre c tas, que  fue  sig nific a tivo  c o n un va lo r P ≤ 0,001 (Fig ura  
14B). Cabe  de stac ar que , a  pe sar de  que  lo s partic ipante s c lasific a ro n to das la s 
mue stras c o n un nive l inte rme dio  de  ag radab ilidad (4,81-6,15) (Fig ura  14C), hubo  un 
c o nse nso  g e ne ra l de  que  la s mue stras -PPO te nían un aro ma  más inte nso  (Fig ura  14D) 
y, ade más, e vo c aro n la  impre sió n se nso ria l de  un ve g e ta l familia r más a  me nudo  que  
la s mue stras WT (Fig ura  14E). No to riame nte , e n e ste  e xpe rime nto  la  mayo ría  de  lo s 
partic ipante s c o me ntaro n c re e r e star o lie ndo  pasto , to mate , papa  o  a lg ún ve g e ta l 
fre sc o  familia r pe ro  no  ide ntific ado . 
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Figura 14. Expe rime nto s se nso ria le s c o n humano s. (A) Disc riminac ió n o lfa tiva  e ntre  las líne as WT y 
transg é nic as. Un c asille ro  lle no  indic a  que  e l a ro ma de  la  mue stra  fue  de sc ripto  c o mo  más inte nso  po r e l 
partic ipante . (B) Prue ba  de  disc riminac ió n triang ular c o n mue stras fre sc as y o xidadas. El g rupo  e va luado  c o n 
mue stras fre sc as (n=19) o b tuvo  11 re spue stas c o rre c tas y e l g rupo  e va luado  c o n mue stras o xidadas 
(n=42) o b tuvo  25 re spue stas c o rre c tas, e sto s va lo re s so n e stadístic ame nte  sig nific a tivo s c o n va lo re s de  P ≤ 
0.03 () y P ≤ 0,001 () re spe c tivame nte . El núme ro  de  re spue stas c o rre c tas (+) se  de te rminó  c o ntando  
e l núme ro  de  partic ipante s que  e lig ie ro n la  mue stra  de  g e no tipo  únic o  de  e ntre  las tre s pre se ntadas. El 
núme ro  de  re spue stas inc o rre c tas (-) e s ig ua l a l núme ro  de  partic ipante s que  no  e lig ió  la  mue stra  de  
g e no tipo  únic o  de  e ntre  las tre s pre se ntadas. Se  pre se nta  g ra fic ado  e l po rc e nta je  de  re spue stas c o rre c tas e  
inc o rre c tas y e l núme ro  de  las re spue stas c o rre spo ndie nte s se  mue stra  de ntro  de  c ada  barra . (C) Va lo rac ió n 
he dó nic a . Sie ndo  1: ''nada  ag radab le ” y 9: ''muy ag radab le ”. No  se  e nc o ntraro n dife re nc ias 
e stadístic ame nte  sig nific a tivas e ntre  las mue stras de  ac ue rdo  a  la  prue ba  de  ANOVA. (D) Co me ntario s 
de sc rib ie ndo  que  e l a ro ma de  la  mue stra  e ra  más inte nso . Se  pre se nta  g ra fic ado  e l po rc e nta je  de  
c o me ntario s y e l núme ro  de  las o bse rvac io ne s c o rre spo ndie nte s se  mue stra  de ntro  o  arriba  de  c ada  barra . 
(E) Co me ntario s de sc rib ie ndo  que  e l a ro ma de  la  mue stra  e vo c aba  la  impre sió n se nso ria l de  un ve g e ta l 
familiar. Se  pre se nta  g ra fic ado  e l po rc e nta je  de  c o me ntario s y e l núme ro  de  las o bse rvac io ne s 
c o rre spo ndie nte s se  mue stra  de ntro  de  c ada  barra . 

 

Cyc lo c e phala sig natic o llis c o nsume  más papa  -PPO que  WT 

Lo s inse c to s han c o e vo luc io nado  e stre c hame nte  c o n lo s ve g e ta le s y e s b ie n c o no c ido  
que  lo s c o mpue sto s vo lá tile s e je rc e n fue rte s influe nc ias so bre  su c o mpo rtamie nto . Po r 
o tro  lado , la s p lantas so n lo s o rg anismo s c ampe o ne s de  la  pro duc c ió n de  c o mpue sto s 
vo lá tile s y, tanto  la s c o mbinac io ne s c o mo  las c antidade s libe radas de  e sto s 
me tabo lito s no  so n trivia le s, ya  que  e stas sustanc ias pro ve e n pro te c c ió n, info rmac ió n y, 
po te nc ia lme nte , tambié n de sinfo rmac ió n (43, 167-170). Po r e sto s mo tivo s, y te nie ndo  
e n c ue nta  lo s re sultado s o b te nido s c o n ra to ne s y humano s, se  de c id ió  e xpe rime ntar 
tambié n c o n inse c to s. Para  e ste  fin, se  e lig ió  traba jar c o n la rvas de l te rc e r e stadio  
(c uando  so n más vo rac e s) de  Cyc lo c e phala  sig natic o llis (g usano  banc o  o  iso c a  
c hic a ), un c o le ó pte ro  p lag a  de  papa  (Fig ura  15A). El e nsayo  c o nsistió  e n a lime ntar un 
g rupo  de  la rvas c o n tubé rc ulo s WT y o tro  g rupo  c o n tubé rc ulo s -PPO. Al c abo  de  4 
d ías, e l c re c imie nto  de  la s la rvas y e l c o nsumo  de  a lime nto  fue ro n e va luado s. Este  
e xpe rime nto  no  a rro jó  d ife re nc ias c o n re spe c to  a l c re c imie nto  de  lo s inse c to s e ntre  
ning uno  de  lo s g rupo s (Fig ura  15B). Sin e mbarg o , aná lo g ame nte  a  lo  pre viame nte  
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o bse rvado  e n ra to ne s, e l c o nsumo  de  a lime nto  fue  e vide nte me nte  supe rio r e n e l 
g rupo  a lime ntado  c o n tubé rc ulo s transg é nic o s (Fig ura  15C).  

 

 

Figura 15. Expe rime nto s c o n inse c to s. (A) Cyc lo c e phala sig natic o llis. (B) Pe so  c o rpo ra l de  las larvas a l d ía  de  
c o me nzar e l e xpe rime nto  (0) y a l c abo  de  c uatro  días (4). No  se  o bse rvaro n dife re nc ias e n e l c re c imie nto  de  
lo s inse c to s e ntre  ning uno  de  lo s g rupo s. (C) Co nsumo  me dio  de  papa  WT y -PPO. Lo s inse c to s a lime ntado s 
c o n tubé rc ulo s transg é nic o s c o nsumie ro n sig nific a tivame nte  (P ≤ 0,002) más papa  que  lo s inse c to s 
a lime ntado s c o n tubé rc ulo s WT de  ac ue rdo  a l aná lisis t de  Stude nt. Las dife re nc ias e stadístic ame nte  
sig nific a tivas e stán indic adas c o n una  e stre lla  (). 

 

Las plantas -PPO so n más re siste nte s a  Phyto phtho ra infe stans 

Phyto phtho ra infe stans, e l ag e nte  c ausa l de l tizó n ta rdío , e s e l pa tó g e no  más 
de struc tivo  de l c ultivo  de  papa , c o n bro te s se ve ro s que  tambié n a fe c tan a l c ultivo  de  
to mate  (82, 147, 171). Este  pa tó g e no  de jó  su hue lla  e n la  histo ria  de  la  humanidad a l 
se r uno  de  lo s princ ipa le s c ausante s de  la  Gran Hambruna  Euro pe a  y e l subse c ue nte  
e xilio  irla ndé s de  me diado s de l 1800. Se  e stima  que  ac tua lme nte  P. infe stans g e ne ra  
pé rdidas de  a lre de do r de  6,7 mil millo ne s de  dó lare s anua le s (82, 172). Ade más de  se r 
un pa tó g e no  ame nazante , P. infe stans e s un o rg anismo  mo de lo  de  o o mic e to s, po r lo  
que  tanto  pro duc to re s, me jo rado re s e  inve stig ado re s pue de n be ne fic ia rse  de  
me to do lo g ías que  pe rmitan me dir c o n pre c isió n e l c re c imie nto  de  e ste  
mic ro o rg anismo  (82, 173).  

Dado  que  d ive rso s traba jo s sug ie re n que  PPO e stá  invo luc rada  e n la s re spue stas de  
de fe nsa  ve g e ta le s, se  e va luó  la  re siste nc ia  de  la s p lantas -PPO a  P. infe stans. Si b ie n 
tradic io na lme nte  la  de te c c ió n de  P. infe stans se  basa  e n e l e xame n visua l de l te jido  
infe c tado  o  e n e l c ultivo  in vitro  de l pa tó g e no , e sto s mé to do s so n c uantita tivame nte  
inc o nsiste nte s, pudie ndo  c o nduc ir a  re sultado s e rró ne o s (123, 174-176). Po r e ste  mo tivo , 
prime ro  se  e stab le c ió  un mé to do  a ltame nte  se nsib le  y c uantita tivo  para  e stimar la  
b io masa  de l pa tó g e no  e n te jido s infe c tado s. Este  mé to do  se  de sarro lló  utilizando  la  
misma  ló g ic a  aplic ada  a  la  c uantific a c ió n re la tiva  de  la  e xpre sió n g é nic a  po r RT-qPCR, 
pe ro  utilizando  ADN g e nó mic o  c o mo  mo lde . En e sta  me to do lo g ía , un g e n pro ve nie nte  
de l pa tó g e no  (PIO8) se  utiliza  e n fo rma  aná lo g a  a  un g e n de  inte ré s (GOI: Ge ne  Of 
Inte re st), c uya  se ña l varia rá  se g ún e l c re c imie nto  de l pa tó g e no  y do nde  un g e n 
pro ve nie nte  de l ho spe dado r (EF-1α) se  utiliza  e n fo rma  aná lo g a  a l g e n no rmalizado r 

(HK: Ho use  Ke e ping ), c uya  se ña l pe rmane c e rá  c o nstante  durante  la  infe c c ió n. Al 
re a lizar una  e xtrac c ió n de  ADN de l te jido  infe c tado , o b te nie ndo  simultáne ame nte  
ADN de l pa tó g e no  y ADN de l ho spe dado r, y no rmalizar la  se ña l pro ve nie nte  de l 
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pató g e no  c o n la  se ña l pro ve nie nte  de  la  p lanta , se  c o nsig ue  te ne r una  c uantific a c ió n 
pre c isa  de  la  infe c c ió n in planta . Dado  que  la  mínima  c antidad de  ADN pro ve nie nte  
de l pa tó g e no  pro bada  e n e sto s e nsayo s fue  de  2 pg , y que  10 pg  de  ADN so n 
e quiva le nte s a  10-20 núc le o s de  P. infe stans (177), pudo  e stimarse  que  la  me to do lo g ía  
pe rmite  c uantific a r hasta  un mínimo  de  2-4 c é lulas de  P. infe stans. La  va lidac ió n de l 
mé to do  se  mue stra  a  c o ntinuac ió n e n la  Fig ura  16. 

 
Continúa en la página siguiente 
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Figura 16. Validac ió n de l mé to do  de  c uantific ac ió n in planta  para  P. infe stans. (A) Pe rfil de  la  c urva  e stándar 
de  la  PCR c uantita tiva  e n tie mpo  re a l (qPCR) para  e l g e n EF-1α de  S. tube ro sum (Ro jo : 200 ng ; Ve rde : 20 ng ; 
Azul: 2 ng ; ro sa : 0,2 ng ; amarillo : 0,02 ng ). (B) Pe rfil de  la  c urva  e stándar de  la  qPCR para  e l g e n PIO8 de  P. 
infe stans (Ro jo : 20 ng ; Ve rde : 2 ng ; Azul: 0,2 ng ; ro sa : 0,02 ng ; amarillo : 0,002 ng ). M: pe ndie nte ; R2: 
c o e fic ie nte  de  c o rre lac ió n; E: e fic ie nc ia  de  la  re ac c ió n. (C) c urva  e stándar de  la  qPCR para  e l g e n EF-1α. 
(D) c urva  e stándar de  la  qPCR para  e l g e n PIO8. To das las de sviac io ne s e stándar e stuvie ro n po r de ba jo  de l 
5 %. (E) Pe rfil de  qPCR mo strando  la  e spe c ific idad de  EF-1α. Ve rde : qPCR utilizando  ADN de  S. tube ro sum 
c o mo  mo lde . Naranja : qPCR utilizando  ADN de  P. infe stans c o mo  mo lde . (F) Pe rfil de  qPCR mo strando  la  
e spe c ific idad de  PIO8. (G) Pe rfil de  de snatura lizac ió n mo strando  la  e spe c ific idad de  EF-1α. (H) Pe rfil de  
de snatura lizac ió n mo strando  la  e spe c ific idad de  PIO8. (I) Co rrida  e le c tro fo ré tic a  e n un g e l de  ag aro sa  4 % 
mo strando  la  e spe c ific idad de  las qPCRs para  EF-1α y PIO8. EF-1α e s un amplic ó n c o n un pe so  e spe rado  de  
126 pb  y PIO8 e s un amplic ó n c o n un pe so  e spe rado  de  64 pb . (J) Mo nito re o  po r qPCR de l c re c imie nto  in 
planta  de  P. infe stans e n tubé rc ulo s. Las imág e ne s infe rio re s so n disc o s re pre se ntativo s de  las mue stras de  
tubé rc ulo s infe c tado s. (K) Mo nito re o  po r qPCR de l c re c imie nto  in planta  de  P. infe stans e n ho jas. Las 
imág e ne s infe rio re s so n disc o s re pre se ntativo s de  las mue stras de  ho jas infe c tadas. En J y K, lo s va lo re s 
pro me dio  o b te nido s a l se xto  día  po st ino c ulac ió n se  fija ro n e n 100% y las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM 
de  20 mue stras individua le s. (L) Dispe rsió n de l va lo r umbra l de  amplific ac ió n de  EF-1α para  mue stras 
re pre se ntativas a  lo  la rg o  de l e xpe rime nto . Las líne as e ntre c o rtadas indic an e l rang o  de  dispe rsió n de l va lo r 
umbra l de  amplific ac ió n e ntre  distintas mue stras. (M) Aná lisis e stadístic o  de  la  d ispe rsió n de l va lo r umbra l de  
amplific ac ió n de  EF-1α para  mue stras re pre se ntativas a  lo  la rg o  de l e xpe rime nto . No  se  e nc o ntraro n 
dife re nc ias e stadístic ame nte  sig nific a tivas (P ≤ 0,05) de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis de  ANOVA. Este  aná lisis 
de mue stra  que  la  c antidad y c a lidad de l ADN de  lo s te jido s infe c tado s se  mantie ne  c o nstante  a  lo  la rg o  de l 
e xpe rime nto  y, po r lo  tanto , que  la  c uantific ac ió n e s pre c isa  y no  un arte fac to  pro duc ido  po r fluc tuac io ne s 
e n e l ADN de l ho spe dado r. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM de  20 mue stras individua le s. 
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Una  ve z e stab le c ido  e l mé to do  de  de te c c ió n pro pue sto  se  pro sig uió  c o n la  
e xpe rime ntac ió n ino c ulando  mue stras de  tubé rc ulo s WT y -PPO c o n P. infe stans. El 
c re c imie nto  de l mic ro o rg anismo  pro g re só  de  mane ra  simila r e n lo s c o ntro le s WT y la s 
líne as transg é nic as durante  lo s prime ro s c ua tro  d ías de  infe c c ió n. Sin e mbarg o , a l 
quinto  y se xto  d ía , to das la s líne as transg é nic as pre se ntaro n una  re duc c ió n sig nific a tiva  
(P ≤ 0,05) de  la  c arg a  de l pa tó g e no  e n c o mparac ió n c o n lo s c o ntro le s WT (Fig ura  17A). 
Para  e studiar si la  c o nstruc c ió n de  sile nc iamie nto  c o n la  que  la s líne as transg é nic as 
hab ían sido  transfo rmadas e staba  sile nc iando  tambié n g e ne s de  P. infe stans y, c o mo  
c o nse c ue nc ia , d ific ultando  e l c re c imie nto  de l pa tó g e no , se  e xaminó  e l g e no ma  de  
P. infe stans (82) e n busc a  de  se c ue nc ias c o mple me ntarias a  la  ho rquilla  de  
sile nc iamie nto  de  PPO . La  búsque da  usando  la  base  de  da to s de l sitio  de l Bro ad 
Institute  de  Harvard  y e l MIT (Massac huse tts Institute  o f Te c hno lo g y) (http :/ / www. 
bro adinstitute .o rg / anno ta tio n/ g e no me / phyto phtho ra_infe stans/ MultiHo me .html) (82) 
no  ide ntific ó  ning una  se c ue nc ias b lanc o  e n e l g e no ma  de  P. infe stans. Sin e mbarg o , 
una  búsque da  e n la  base  de  da to s de l NCBI (http :/ / b last.nc b i.nlm.nih.g o v/ ) pe rmitió  
ide ntific a r tre s se c ue nc ias parc ia lme nte  c o mple me ntarias de  e ntre  11 y 15 nuc le ó tido s 
de  lo ng itud. Estas se c ue nc ias c o rre spo ndie ro n a l g e n de  la  subunidad 1 de  la  NADH 
de shidro g e nasa  de  P. infe stans (ACCATTAGCTG; GQ247676.1), e l g e n NUK7 de  P. 

infe stans (TGTTCTGACTGAGTT; EF137256.1) y e l re tro transpo só n tipo -c o pia  de  PICR2 de  
P. infe stans (TGTAATTGCAAAA; EU567070.1) (Tab la  3). Si b ie n la  info rmac ió n e xiste nte  
so bre  la  maquinaria  de  sile nc iamie nto  de  ARN de  P. infe stans e s aún re la tivame nte  
limitada  (178), dado  que  la s vías de  sile nc iamie nto  de  ARN e uc ario tas o pe ran c o n 
ARNs pe que ño s de  e ntre  20 y 25 nuc le ó tido s de  lo ng itud (60, 61, 179, 180), la  lo ng itud 
de  la s se c ue nc ias ide ntific adas po dría  no  se r sufic ie nte  c o mo  para  de se nc ade nar un 
e ve nto  de  sile nc iamie nto  g é nic o . 

 

Tabla 3. Se c ue nc ias c o mple me ntarias a  la  ho rquilla  de  sile nc iamie nto  de  PPO e nc o ntradas e n e l g e no ma 
de  P. infe stans. 
 

Base  de  dato s Se c ue nc ia  Lo ng itud (pb ) N° de  ac c e so  De sc ripc ió n 

Bro ad Institute  - - - - 

NCBI TGTTCTGACTGAGTT 15 EF137256.1 g e n NUK7 

NCBI ACCATTAGCTG 11 GQ247676.1 Subunidad 1 NADH de shidro g e nasa  

NCBI TGTAATTGCAAAA 13 EU567070.1 Re tro transpo só n tipo -c o pia  PICR2 

 
 
Ade más, para  inve stig ar si e l fe nó me no  o bse rvado  e n la s líne as transg é nic as e staba  
influe nc iado  po r la  e xpre sió n a lte rada  de  g e ne s de  re siste nc ia , se  midió  po r 
transc ripc ió n re ve rsa  se g uida  de  PCR (RT-PCR) la  e xpre sió n de  vario s g e ne s 
re la c io nado s a  la  re siste nc ia  a  e stré s b ió tic o . A e xc e pc ió n de  PPO  (que  fue  
amplific ado  utilizando  un par de  o lig o nuc le ó tido s d ise ñado s para  de te c tar to das sus 
variante s. Vé ase  Fig ura  5), lo s pa tro ne s de  e xpre sió n fue ro n muy simila re s e ntre  la s 
líne as transg é nic as y WT, tanto  e n la s mue stras no  infe c tadas c o mo  infe c tadas (Fig ura  
17B). Al me dir la  a c tividad de  PPO e n e stas mue stras, se  e nc o ntró  un inc re me nto  de  
a c tividad e n to das la s líne as infe c tadas, e n c o mparac ió n c o n lo s c o ntro le s no  
infe c tado s, y e ste  inc re me nto  re sultó  sig nific a tivame nte  (P ≤ 0,05) mayo r e n la s 
mue stras WT infe c tadas que  e n la s mue stras -PPO infe c tadas (Fig ura  17C). Sin 
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e mbarg o , a l inte rpre tar e ste  re sultado , de be  te ne rse  e n c ue nta  que , 
inde pe ndie nte me nte  de  c ua lquie r induc c ió n de  la  a c tividad de  PPO ve g e ta l 
pro vo c ada  po r e l e sc e nario  infe c c io so , e stas me didas re pre se ntan las a c tividade s de  
PPO de  la  p lanta  y de l pa tó g e no  e n su c o njunto . Po r o tro  lado , dado  que  la  induc c ió n 
de  PPO a  c ausa  de l daño  me c ánic o  e s un fe nó me no  ampliame nte  c o no c ido  (182-

184), parte  de l aume nto  de  la  a c tividad de  PPO e n la s mue stras infe c tadas po dría  
de be rse  a l daño  me c ánic o  pro duc ido  e n e sto s te jido s durante  la  pre parac ió n de  la s 
mue stras. A su ve z, de be  o brarse  c o n do b le  c aute la  e n e ste  c aso  ya  que  e xpe rime nto s 
de  a c tividad re a lizado s e n g e le s, que  pe rmite n visua lizar d istintas e nzimas c apac e s de  
c a ta lizar una  de te rminada  re ac c ió n, sug ie re n que  la  me dic ió n de  a c tividad de  PPO 
po r o xidac ió n de  L-DOPA no  e s to ta lme nte  e spe c ífic a  para  PPO ya  que  pue de n 
visua lizarse  bandas e quiva le nte s tanto  e n la s líne as WT c o mo  transg é nic as (Fig ura  17D).  

Cuando  las mue stras infe c tadas fue ro n e xaminado s a l mic ro sc o pio , no  se  lo g ró  
d isting uir e l pa tó g e no  de l te jido  de  la  p lanta . Sin e mbarg o , ba jo  luz lá se r azul (488 nm), 
una  se ña l de  auto fluo re sc e nc ia  o rig inada  po r c o mpue sto s fe nó lic o s fue  o bse rvada  
más inte nsame nte  e n la s mue stras -PPO (Fig ura  17F). Para  o b te ne r una  me jo r 
c o mpre nsió n de l pro c e so  de  infe c c ió n, se  re pitie ro n lo s e xpe rime nto s c o n una  c e pa  
de  P. infe stans que  e xpre sa  c o nstitutivame nte  la  pro te ína  fluo re sc e nte  ve rde  
(147). Co n e sta  e stra te g ia , fue  po sib le  e xaminar mic ro sc ó pic ame nte  e l c re c imie nto  de l 
pa tó g e no  y, una  ve z más, se  o bse rvaro n se ña le s auto fluo re sc e nte s d ife re nte s e ntre  lo s 
te jido s WT y -PPO (Fig ura  17G-K). Tanto  la  e va luac ió n po r mic ro sc o pía  de  fluo re sc e nc ia  
c o mo  po r mic ro sc o pía  c o nfo c a l pe rmitie ro n ide ntific a r que  la  auto fluo re sc e nc ia  
o bse rvada  e n la s p lantas transg é nic as se  o rig inaba  de  c é lulas que  e staban a lre de do r 
de l pa tó g e no  (Fig ura  17G re c uadro  II y Fig ura  17I y 17K). Estas o bse rvac io ne s sug ie re n 
que  e l aume nto  de  la  re siste nc ia  a  P. infe stans e n la s líne as -PPO pro bab le me nte  
invo luc re  la  partic ipac ió n de  c o mpue sto s de fe nsivo s fe nó lic o s (48, 49, 52, 181). 

La  me dic ió n de  fe no le s to ta le s po r la  té c nic a  de  Fo lin-Cio c a lte u (150) re ve ló  un 
aume nto  e n la  c antidad de  fe no le s e n la s mue stras infe c tadas (Fig ura  18A). Sin 
e mbarg o , a  pe sar de  que  lo s e xtrac to s fe nó lic o s de  la s mue stras infe c tadas e ran 
c o nside rab le me nte  d istinto s a  simple  vista , e sta  té c nic a  no  pe rmitió  de te c tar 
d ife re nc ias sig nific a tivas e ntre  la s mue stras WT y -PPO (Fig ura  18A). A ra íz de  e sta  
limitac ió n, se  c o ntinuó  c o n un aná lisis me tabó lic o  po r GC-MS (132) e n un inte nto  de  
ide ntific a r inte rme diario s fe nilpro pano ide s e n las mue stras e xpe rime nta le s. En un 
c o mpro miso  po r ana lizar lo s c ambio s me tabó lic o s de b ido s a  la  infe c c ió n y de te c tar 
pre do minante me nte  me tabo lito s pro ve nie nte s de  la  p lanta , se  de c id ió  traba jar c o n 
mue stras de l se g undo  d ía  po st ino c ulac ió n. Esta  e le c c ió n pare c ió  razo nab le  dado  que  
e s c o mún e mpe zar a  o bse rvar sínto mas de  la  e nfe rme dad a l se g undo  d ía  po st 
infe c c ió n y que  pre viame nte  se  hab ía  e stab le c ido  que  e n e ste  punto  la  b io masa  de l 
pa tó g e no  no  e ra  sig nific a tivame nte  d ife re nte  e ntre  la s d istintas líne as ni se  
inc re me ntaba  de masiado  c o n re spe c to  a l prime r d ía  po st ino c ulac ió n (Fig ura  17A). 
De sa fo rtunadame nte , e sta  té c nic a  no  pe rmitió  de te c tar me tabo lito s de  la  vía  de  lo s 
fe nilpro pano ide s. De  to das fo rmas, e l aná lisis c o mparativo  po r PCA de  lo s pe rfile s 
me tabó lic o s c o mple to s de  mue stras WT y transg é nic as infe c tadas y no  infe c tadas 
mo stró  que  la s p lantas WT sufrían mayo re s a lte rac io ne s me tabó lic as a  c ausa  de  la  
infe c c ió n que  la s p lantas -PPO (Fig ura  18B). Una  de sc ripc ió n de  lo s me tabo lito s 
me dido s se  mue stra  e n la  Fig ura  18C, y e l mo de lo  pro pue sto  para  e xplic ar la  
re siste nc ia  inc re me ntada  e n la s líne as -PPO se  mue stra  e n la  Fig ura  18D. 
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Figura 17. Ensayo s de  infe c c ió n c o n Phyto phtho ra infe stans. (A) Cre c imie nto  de  P. infe stans e n mue stras WT y 
-PPO (J8, J14 y J20). La  b io masa  de l pató g e no  se  de te rminó  me diante  qPCR. No  hubo  dife re nc ias 
e stadístic ame nte  sig nific a tivas e ntre  lo s d ías 1 y 4, pe ro  to das las líne as transg é nic as pre se ntaro n 
sig nific a tivame nte  (P ≤ 0,05) me no s c arg a  de l pató g e no  que  lo s c o ntro le s WT a l quinto  () y se xto  día  () de  
ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. El va lo r pro me dio  para  WT o bte nido  a l se xto  d ía  po st ino c ulac ió n se  fijó  
e n 100%. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM de  16 a  20 mue stras individua le s. (B) Aná lisis de  RT-PCR y RT-
qPCR de  la  abundanc ia  de  ARNm de  PPO , PR 1, PAL 1 y CTHA. EF-1α se  usó  c o mo  c o ntro l e ndó g e no . (C) 
Ac tividad de  PPO e n mue stras WT y -PPO no  infe c tadas e  infe c tadas c o n P. infe stans. Lo s dato s se  pre se ntan 
c o mo  las ac tividade s re la tivas c o n re spe c to  a  lo s c o ntro le s WT. Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± SEM de  
se is mue stras individua le s de  c ada  líne a . Las mue stras c o n una  e stre lla  b lanc a  () fue ro n sig nific a tivame nte  
(P ≤ 0,05) d ife re nte s de  la  mue stra  WT no  infe c tada  y las mue stras c o n una  e stre lla  ne g ra  () fue ro n 
sig nific a tivame nte  (P ≤ 0,05) d ife re nte s de  la  mue stra  WT infe c tada  de  ac ue rdo  c o n e l aná lisis t de  Stude nt. 
(D) Ensayo  de  ac tividad de  PPO e n g e l que  sug ie re  que  e l e nsayo  de  ac tividad de  PPO po r o xidac ió n de  L-
DOPA no  e s e spe c ífic o . La  fle c ha  ro ja  se ña la  la  princ ipa l se ña l de te c tada , pre suntame nte  o rig inada  po r las 
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pro te ínas PPO, ya  que  e s mínimame nte  de te c tada  e n las mue stras transg é nic as. El pane l de  la  izquie rda  e s 
una  mag nific ac ió n de  la  re g ió n infe rio r de l g e l, do nde  pue de n ve rse  bandas de  me no r inte nsidad, 
c o rre spo ndie nte s a  pro te ínas no  ide ntific adas tanto  e n las mue stras WT c o mo  -PPO. El pane l de  la  de re c ha  
e s un g e l SDS-PAGE de  pro te ínas to ta le s te ñido  c o n azul de  Co o massie  c o mo  c o ntro l de  c arg a . Tambié n se  
mue stra  e l aspe c to  de  lo s e xtrac to s de  pro te ínas WT y -PPO a l c abo  de  uno s minuto s. (E) Re pre se ntac ió n 
e sque mátic a  de  lo s plano s ana lizado s po r mic ro sc o pía . (F) Mic ro sc o pía  c o nfo c a l de  mue stras WT y -PPO 
infe c tadas c o n P. infe stans do nde  pue de  apre c iarse  la  ac umulac ió n dife re nc ia l de  c o mpue sto s 
auto fluo re sc e nte s fe nó lic o s. La  imag e n se  o btuvo  me diante  e xc itac ió n c o n luz láse r azul, ba jo  la  c ua l lo s 
fe no le s ve g e ta le s fluo re sc e n de  c o lo r ve rde . (G) Mic ro sc o pía  de  fluo re sc e nc ia  de  mue stras WT y -PPO 
infe c tadas c o n GFP-P. infe stans do nde  pue de  o bse rvarse  e l c re c imie nto  de l pató g e no  (e n ve rde ) y la  
ac umulac ió n de  c o mpue sto s auto fluo re sc e nte s fe nó lic o s (e n amarillo ). Las re g io ne s indic adas po r las fle c has 
se  mue stran e n lo s pane le s I y II para  su me jo r e xame n. Las imág e ne s se  o btuvie ro n me diante  e xc itac ió n c o n 
luz UV, ba jo  la  c ua l lo s fe no le s ve g e ta le s fluo re sc e n de  c o lo r amarillo  y GFP-P. Infe stans de  c o lo r ve rde . (H) 
Mic ro sc o pía  c o nfo c a l de  mue stras WT infe c tadas c o n GFP-P. infe stans do nde  se  apre c ia  e l c re c imie nto  de l 
pató g e no  de ntro  de l te jido  ve g e ta l. (I) Mic ro sc o pía  c o nfo c a l de  mue stras -PPO infe c tadas c o n GFP-P. 
infe stans do nde  pue de  ve rse  que  e l c re c imie nto  de l pató g e no  c o lo c a liza  c o n c é lulas ve g e ta le s 
auto fluo re sc e nte s. (J) Mic ro sc o pía  c o nfo c a l mo strando  e l c re c imie nto  de  GFP-P. infe stans so bre  la  supe rfic ie  
de l te jido  WT. (K) Mic ro sc o pía  c o nfo c a l mo strando  e l c re c imie nto  de  GFP-P. infe stans so bre  la  supe rfic ie  de l 
te jido  -PPO. Las imág e ne s H-K se  o b tuvie ro n fusio nando  las imág e ne s o bte nidas me diante  e xc itac ió n c o n luz 
láse r azul y ve rde . Ba jo  luz láse r azul, tanto  lo s fe no le s ve g e ta le s c o mo  GFP-P. infe stans fluo re sc e n de  c o lo r 
ve rde  (L). Ba jo  luz láse r ve rde , só lo  lo s fe no le s ve g e ta le s fluo re sc e n de  c o lo r ro jo  (M). Cuando  se  fusio nan las 
imág e ne s o bte nidas c o n luz láse r azul y ve rde  lo s fe no le s ve g e ta le s se  o bse rvan e n amarillo / naranja  y GFP-
P. infe stans e n ve rde  (N). To das las imág e ne s so n re pre se ntativas de  mue stras e va luadas a l sé ptimo  día  po st 
ino c ulac ió n. Barra : 200 µm.  
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Figura 18. Análisis de  c o mpue sto s fe nó lic o s y de l me tabo lismo  primario  de  líne as WT y -PPO infe c tadas c o n P. 
infe stans. (A) Aspe c to  y c uantific ac ió n de  e xtrac to s fe nó lic o s to ta le s de  mue stras WT y -PPO lue g o  de  sie te  
d ías po st infe c c ió n (dpi) c o n P. infe stans. Lo s dato s se  mue stran no rmalizado s a  lo s va lo re s pro me dio  de  las 
mue stras WT 0 dpi. (B) Aná lisis de  c o mpo ne nte s princ ipa le s (PCA) c o mparativo  de  lo s pe rfile s me tabó lic o s 
c o mple to s de  mue stras WT y -PPO no  infe c tadas (WT, J8, J14 y J20) e  infe c tadas c o n P. infe stans (WTi, J8i, J14i 
y J20i). Las mue stras WT pre se ntaro n mayo re s a lte rac io ne s me tabó lic as (indic adas po r las e lipse s 
e ntre c o rtadas) que  las líne as transg é nic as. Lame ntab le me nte , e sta  té c nic a  no  pe rmitió  de te c tar 
inte rme diario s fe nilpro pano ide s. (C) Co nte nido  re la tivo  de  me tabo lito s e n tubé rc ulo s WT (c o lumnas azule s), 
J8 (c o lumnas ro jas), J14 (c o lumnas amarillas) y J20 (c o lumnas ve rde s). Las barras de  e rro r re pre se ntan e l ± 
SEM. Las dife re nc ias sig nific a tivas e stán indic adas c o n e stre llas (P ≤ 0,05: , P ≤ 0,01: , P ≤ 0,001: ). Lo s 
va lo re s fue ro n no rmalizado s a  lo s de  lo s c o ntro le s WT no  infe c tado s. (D) Mo de lo  pro pue sto  de  la  re spue sta  
de  de fe nsa  dife re nc ia l o bse rvada  e n las plantas -PPO. En las c é lulas ve g e ta le s WT, las re spue stas de  de fe nsa  
me diadas po r c o mpue sto s fe nó lic o s libre s so n inte rfe ridas po r la  ac tividad de  PPO que  pro mue ve  su 
po lime rizac ió n y pre c ipitac ió n. Po r lo  tanto , e n e stas c é lulas, la  d ispo nib ilidad de  fe no le s libre s para  
me c anismo s de  de fe nsa  se  re duc e  y la  infe c c ió n se  pro pag a  rápidame nte . En las c é lulas -PPO, la  
d ispo nib ilidad de  fe no le s lib re s para  me c anismo s de  de fe nsa  no  e s re string ida  po r la  ac tividad de  PPO. Po r lo  
tanto , hay mayo re s c antidade s de  fe no le s libre s dispo nib le s para  las re spue stas de  de fe nsa  y la  infe c c ió n se  
pro pag a  de  fo rma  más le nta . 
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Filo g e nia  y e vo luc ió n de  PPO  

Un e xame n de  lo s g e no mas que  se  e nc ue ntran se c ue nc iado s o  e n e stado  avanzado  
de  se c ue nc iac ió n pe rmitió  c o nfirmar que  e l do minio  Tiro sinasa  (PFAM00264), 
c o mpartido  po r la s pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3 c o mo  las PPO (Vé ase  De  las 
po life no l o xidasas y sus sustra to s fe nó lic o s e n la  se c c ió n de  Intro duc c ió n), tie ne  una  
d istribuc ió n muy amplia  e n lo s se re s vivo s (Fig ura  19). Ade más de l do minio  tiro sinasa , la s 
PPO ve g e ta le s po se e n o tro s do s do minio s c arac te rístic o s, un do minio  DWL 
(PFAM12142) y un do minio  KFDV (PFAM12143). El aná lisis filo g e né tic o  de  PPO de mo stró  
que  e sta  pro te ína  e s ub ic ua  e n to das la s p lantas te rre stre s (a  e xc e pc ió n de  
Arab ido psis (14)), pe ro  que , llamativame nte , pare c e  e star ause nte  e n lo s anc e stro s de  
la s p lantas te rre stre s, ya  que  no  pudie ro n e nc o ntrarse  g e ne s o rtó lo g o s e n la s a lg as 
ve rde s (Fig ura  20A). A su ve z, PPO tambié n pare c e  e star ause nte  e n e l re sto  de  lo s 
o rg anismo s e uc ario tas; sin e mbarg o , ana lizando  to das la s se c ue nc ias d ispo nib le s e n 
base s de  da to s, e s e vide nte  que  e l g e n de  PPO  (o  un g e n de  pro to -PPO ) e stá  pre se nte  
e n to do  un g rupo  de  bac te rias. Esto s g e ne s bac te riano s po se e n varia c io ne s de  lo s 
do minio s DWL y KFVD aso c iado s a  do minio s c o mple to s Tiro sinasa  y, e n c aso s c o mo  e l 
de  Ralsto nia  so lanac e arum, e sto s do minio s so n prác tic ame nte  idé ntic o s a  lo s de  la s 
PPO ve g e ta le s (Fig ura  20B). De  he c ho , un aná lisis filo g e né tic o  más amplio  de  PPO 



Re sultado s 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

  67 

po sic io nó  a  Ralsto nia  y e ste  g rupo  de  bac te rias e n la  ra íz de  la  rama  de  la s p lantas 
te rre stre s (Fig ura  21). Po r o tro  lado , e l g e n de  PPO  de  Ralsto nia  se  e nc ue ntra  de ntro  de  
una  isla  g e nó mic a  (img .jg i.do e .g o v) (185). Las isla s g e nó mic as so n e le me nto s 
e spe c ia lizado s e n la  transfe re nc ia  de  mate ria l g e né tic o  e ntre  d istinto s o rg anismo s y po r 
lo  tanto , la  lo c a lizac ió n de  un g e n de ntro  de  una  isla  g e nó mic a  c o nstituye  un fue rte  
indic io  de  la  o c urre nc ia  de  una  transfe re nc ia  ho rizo nta l de  g e ne s de  PPO  de  bac te rias 
a  p lantas. A su ve z, e l po rc e nta je  de  base s GC de  lo s g e ne s de  PPO  de  p lantas (44,6 ± 
3,8 % e n d ic o tile dó ne as, 68,4 ± 0,6 % e n mo no c o tile dó ne as, 63,3 % e n S. mo e lle ndo rffii y 
51,1 % e n P. pate ns) e s ampliame nte  supe rio r a l de  sus g e no mas (36,3 ± 2,3 % e n 
d ic o tile dó ne as, 44,1 ± 3,67 % e n mo no c o tile dó ne as, 45,1 % e n S. mo e lle ndo rffii y 31 % 
e n P. pate ns), c o mo  c abría  e spe rar si e ste  g e n pro ve nie se  de  bac te rias, la s c ua le s 
po se e n g e no mas c o n un a lto  c o nte nido  de  GC (Ej. PPO  de  Ralsto nia : 63,6 %, g e no ma  
de  Ralsto nia : 66,2 %).  

 

Figura 19. Distribuc ió n de l do minio  Tiro sinasa  (PFAM00264). Usando  c o mo  mo de lo  e l prime r dibujo  de l “árbo l 
de  la  vida” (~1837) de  Charle s Darwin, se  mue stran e n ro jo  las phyla  e n do nde  se  e nc ue ntra  pre se nte  e l 
do minio  PFAM00264, c o mún a  las pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3, y e n ne g ro  las phyla  e n do nde  no  se  
ha  de te c tado . Entre  paré nte sis se  indic a  e l núme ro  de  g e no mas se c ue nc iado s o  e n e stado  avanzado  de  
se c ue nc iac ió n que  fue ro n e xaminado s para  c ada  do minio  de  la  vida  (Bac te ria , Eukaryo ta  y Arc he a ). El 
núme ro   e n la  base  de l á rbo l re pre se nta  e l anc e stro  que  dio  o rig e n a  las Bac te rias, lo s Eukaryo tas y las 
Arc he as. 
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Figura 20. Filo g e nia  y e struc tura  de  las po life no l o xidasas (PPO). (A) Aná lisis filo g e né tic o  de  PPO de ntro  de l 
c lado  Viridiplantae . PPO e stá  ampliame nte  re pre se ntada  e n to das las plantas te rre stre s, aún e n las plantas 
te rre stre s más anc e stra le s c o mo  las bryo phytas y pte rido phytas, no  o bstante , las a lg as ve rde s no  pare c e n 
c o ntar c o n g e ne s o rtó lo g o s de  PPO . Se  mue stra  tambié n que  mie ntras to do s lo s o rg anismo s pe rte ne c ie nte s 
a l c lado  Viridiplantae  po se e n e l do minio  tiro sinasa  (PFAM00264), só lo  las plantas te rre stre s po se e n lo s 
do minio s DWL (PFAM12142) y KFDV (PFAM12143). Lo s núme ro s de  ac c e so  se  indic an a  c o ntinuac ió n de  lo s 
no mbre s. Lo s núme ro s de  lo s no do s re pre se ntan lo s va lo re s de  pro bab ilidade s de  bo o tstrap. La  barra  de  
e sc a la  re pre se nta  e l núme ro  me dio  de  sustituc io ne s po r sitio . PG: do minio  de  unió n a  pe ptido g lic ano  
(PFAM01471). ZnMc : do minio  me ta lo pro te asa  de pe ndie nte  de  zinc  (CD00203). EFh: do minio  de  unió n a  
c a lc io  hé lic e -vue lta -hé lic e  (CD00051). (B) Esque ma de l a line amie nto  e struc tura l de  distintas pro te ínas que  
c o mparte n e l do minio  Tiro sinasa . Lo s núme ro s supe rio re s mue stran e l rang o  de l tamaño  to ta l de  las pro te ínas 
utilizadas. aa : amino ác ido s. dwl y kfdv c o n le tras minúsc ulas re pre se ntan do minio s similare s a  DWL y KFDV.  
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Figura 21. Evide nc ia  filo g e né tic a  de  una  po sib le  transfe re nc ia  ho rizo nta l de l g e n de  po life no l o xidasa  (PPO) 
de  bac te rias a  plantas te rre stre s. Ralsto nia so lanac e arum y to do  un g rupo  de  bac te rias se  ub ic an e n la  ra íz 
de  la  rama que  ag rupa  a  las plantas te rre stre s. Lo s núme ro s de  ac c e so  se  indic an e ntre  paré nte sis. Lo s 
núme ro s de  lo s no do s re pre se ntan lo s va lo re s de  pro bab ilidade s de  bo o tstrap. La  barra  de  e sc a la  re pre se nta  
e l núme ro  me dio  de  sustituc io ne s po r sitio . 

 

Po r o tro  lado , un aná lisis de  similitud  de l do minio  Tiro sinasa  de  o rg anismo s 
re pre se ntante s de  d ive rso s phyla  de mue stra  c la rame nte  que  e l do minio  Tiro sinasa  de  
la s PPO de  plantas se  e nc ue ntra  más e mpare ntado  a l do minio  Tiro sinasa  de  bac te rias 
que  a l do minio  Tiro sinasa  de  la s a lg as ve rde s (Fig ura  22). Po r lo  tanto , basándo no s e n 
to do s e sto s aná lisis, po de mo s e nc o ntrar fue rte s e vide nc ias que  suste ntan la  hipó te sis 
de  que , po r un lado , e l anc e stro  c o mún de  to do s lo s pro c ario tas, si b ie n po se ía  
pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3 simila re s a  PPO, no  c o ntaba  c o n lo s g e ne s que  
c o dific an para  la s PPO ve g e ta le s y, po r o tro  lado , de  una  po sib le  transfe re nc ia  g é nic a  
ho rizo nta l de l g e n de  PPO  de sde  un g rupo  de  bac te rias a  a lg uno  de  lo s anc e stro s de  
la s p lantas te rre stre s.  

En c o njunto , e sto s re sultado s pe rmite n e labo rar a l me no s tre s po sib le s e sc e nario s 
e vo lutivo s para  e l o rig e n de  la s po life no l o xidasas ve g e ta le s: 1) Un g e n pro c ario ta  de  
PPO  fue  adquirido  po r transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de l lina je  
Arc hae plastida . Lue g o , e ste  g e n fue  pe rdido  e n do s o po rtunidade s po r e l anc e stro  de  
la s Rho do phytas (Alg as ro jas) y po r e l anc e stro  de  la s Alg as ve rde s, e nc o ntrándo se  
aho ra  so lo  e n Plantas te rre stre s (Fig ura  23A); 2) Un g e n pro c ario ta  de  PPO  fue  
adquirido  po r transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de l c lado  Virid iplantae . Lue g o , 
e ste  g e n fue  pe rdido  po r e l anc e stro  de  la s Alg as ve rde s, e nc o ntrándo se  aho ra  só lo  e n 
Plantas te rre stre s (Fig ura  23B); 3) Un g e n pro c ario ta  de  PPO  fue  adquirido  po r 
transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de  la s Plantas te rre stre s (Fig ura  23C). Si b ie n aún 
no  e s po sib le  te ne r mayo re s c e rte zas, e l te rc e r e sc e nario  (Fig ura  23C) e s e l más 
parsimo nio so  de  lo s tre s, ya  que  no  implic a  e ve nto s de  pé rdida  g é nic a , e n 
c o mparac ió n c o n lo s múltip le s e ve nto s de  pé rdida  g é nic a  ne c e sario s e n e l prime r y e l 
se g undo  e sc e nario  (Fig ura  23A y 23B re spe c tivame nte ). A su ve z, e l he c ho  de  que  no  
e xistan g e ne s o rtó lo g o s a  lo s g e ne s de  PPO  ve g e ta le s e n o tro s o rg anismo s e uc ario tas 
ade más de  la s p lantas te rre stre s de sac re dita  la  po sib ilidad de  que  e ste  g e n e stuvie se  
pre se nte  e n e l o rg anismo  e uc ario ta  anc e stra l que  d io  o rig e n a  to do s lo s e uc ario tas. 
Este  último  e sc e nario  e s muy impro bab le , ya  que  implic aría  múltip le s e ve nto s de  
pé rdida  g é nic a  e n prác tic ame nte  to do s lo s g rupo s e uc ario tas a  e xc e pc ió n de  la s 
p lantas te rre stre s.  
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Figura 22. Análisis c o mparativo  de l do minio  Tiro sinasa . Lo s do minio s Tiro sinasa  de  las plantas te rre stre s e stán 
más e mpare ntado s a  lo s do minio s Tiro sinasa  de  dive rsas bac te rias que  a  lo s do minio s Tiro sinasa  de  las a lg as 
ve rde s. El árbo l fue  c o nstruido  unic ame nte  c o n do minio s Tiro sinasa . Lo s núme ro s de  lo s no do s re pre se ntan lo s 
va lo re s de  pro bab ilidade s de  bo o tstrap. 
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Figura 23. Tre s po sib le s e sc e nario s e vo lutivo s para  e l o rig e n de  las po life no l o xidasas (PPO) ve g e ta le s. (A) Un 
g e n pro c ario ta  de  PPO  fue  adquirido  po r transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de l lina je  Arc hae plastida . 
Lue g o  e ste  g e n fue  pe rdido  e n do s o po rtunidade s po r e l anc e stro  de  las Rho do phytas (Alg as ro jas) y po r e l 
anc e stro  de  las Alg as ve rde s, e nc o ntrándo se  aho ra  so lo  e n Plantas te rre stre s. (B) Un g e n pro c ario ta  de  PPO  
fue  adquirido  po r transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de l c lado  Viridiplantae . Lue g o  e ste  g e n fue  
pe rdido  po r e l anc e stro  de  las Alg as ve rde s, e nc o ntrándo se  aho ra  so lo  e n Plantas te rre stre s. (C) Un g e n 
pro c ario ta  de  PPO  fue  adquirido  po r transfe re nc ia  ho rizo nta l po r e l anc e stro  de  las Plantas te rre stre s. Las 
fle c has ne g ras re pre se ntan las ramas de l á rbo l filo g e né tic o . Las fle c has e ntre c o rtadas de  c o lo re s 
re pre se ntan lo s po sib le s e ve nto s de  transfe re nc ia  g é nic a  ho rizo nta l de l g e n de  PPO . Las rayas de  c o lo re s 
transve rsa le s a  las fle c has ne g ras re pre se ntan lo s po sib le s e ve nto s de  pé rdida  de l g e n de  PPO . EL mismo  
c ó dig o  de  c o lo r e s usado  para  las transfe re nc ias g é nic as ho rizo nta le s y e ve nto s de  pé rdida  g é nic a . 
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Disc usió n 

 

 
“Nunc a sabe mo s  

si a lg o  e stá  b ie n o  e stá  mal  

e so  e l tie mpo  lo  de c ide   

po r se le sió n natural”   
 

 
 
Ade más de  d isc utir lo s re sultado s o b te nido s e n e ste  traba jo , a  lo  la rg o  de  e sta  se c c ió n 
inte ntaré  de stac ar lo s d istinto s punto s que  c o nside ro  impo rtante s y que  utilizaré  para  
suste ntar la  rac io na lidad de l mo de lo  que  fina lme nte  pro po ndré  so bre  la  e vo luc ió n y e l 
ro l b io ló g ic o  de  la s e nzimas po life no l o xidasas ve g e ta le s. 

 

El mo de lo  y e l impac to  de  PPO so bre  e l me tabo lismo  

La  mitad  de  lo s c ultivo s de  ho rta lizas de l mundo  se  p ie rde n de b ido  a l de te rio ro  que  
o c urre  e n la s e tapas de  po st-c o se c ha  (186). La  inhib ic ió n de  parde amie nto  e n fo rma  
industria l se  re a liza  me diante  la  aplic ac ió n de  anti-o xidante s, sie ndo  lo s aditivo s a  base  
de  sulfito s lo s más ampliame nte  utilizado s a  pe sar de  te ne r e fe c to s adve rso s para  la  
sa lud humana  (89). Po r lo  tanto , la  imple me ntac ió n de  c ultivare s no  susc e ptib le s a  la  
o xidac ió n e nzimátic a  po dría  a livia r la  utilizac ió n industria l de  e sto s aditivo s, re duc ie ndo  
lo s c o sto s de  pro duc c ió n y me jo rando  a l mismo  tie mpo  la  sa lud púb lic a . Ade más, su 
ado pc ió n po dría  impac tar po sitivame nte  e n la  pro duc tividad, d isminuye ndo  las 
pé rdidas po st-c o se c ha  y pro lo ng ando  la  vida  útil de  lo s ve g e ta le s.  

La  e le c c ió n de  utilizar Spunta  vino  dada  po r se r e sta  la  varie dad de  papa  más 
d ifundida  e n Arg e ntina  (http :/ / www.arg e npapa .c o m.ar/ de fault.a sp? id=6423). Co n 
re spe c to  a l d ise ño  de l ve c to r de  sile nc iamie nto  para  lo s g e ne s de  po life no l o xidasas 
(PPO ), se  o ptó  po r utilizar un pro mo to r c o nstitutivo  po rque  la  e xpre sió n de  lo s g e ne s de  

                                                             
 Frag me nto  de  “Milo ng a darwiniana”  e n “Die z Te ro rías que  Co nmo vie ro n al Mundo : de  Co pé rnic o  al Big  
Bang ”  po r Le o nardo  Mo le do  y Este ban Mag nani (2009). Capita l Inte le c tua l. Bue no s Aire s. 
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PPO  c o mie nza  e n la s prime ras e tapas de l de sarro llo  de  lo s te jido s ve g e ta le s y po rque  
la s e nzimas PPO tie ne n una  vida  me dia  muy la rg a  (4, 39). Habe r e sc o g ido  un pro mo to r 
induc ib le  hub ie ra  c o nlle vado  e l rie sg o  de  que  e l sile nc iamie nto  de  ARN se  d isparara  
e n fo rma  tardía , lue g o  de  que  la s e nzimas PPO ya  se  hub ie se n sinte tizado . A su ve z, 
c o nside rando  la  a lta  ide ntidad que  e xiste  e ntre  la s d istintas variante s de  PPO , e l habe r 
lo g rado  sile nc ia r simultáne ame nte  to do s lo s g e ne s princ ipa lme nte  e xpre sado s e n 
papa  (POT32, POT33 y NOR333) (4), hac e  que  e ste  se a  un bue n mo de lo  para  inve stig ar 
e l e lusivo  ro l b io ló g ic o  de  e stas e nzimas. De  habe r sile nc iado  só lo  a lg unas variante s de  
PPO , c abe  la  po sib ilidad de  que  e fe c to s c o mpe nsato rio s e ntre  la s d istintas e nzimas 
hub ie ran e nc ub ie rto  lo s re sultado s o b te nido s. Que da  pe ndie nte  e l aná lisis de  la  
e xpre sió n de  o tro s g e ne s de  PPO una  ve z que  e l e nsamblado  de l g e no ma  de  S. 

tube ro sum e sté  te rminado  y pue dan e xaminarse  o tras se c ue nc ias de  inte ré s. 
Alte rnativame nte , e studio s de  transc ripc ió n g lo ba l (187, 188) po drían dar una  mayo r 
c e rte za  so bre  e l g rado  de  sile nc iamie nto  a lc anzado , aúnque  c o nside rando  la  ba ja  
a c tividad de  PPO de te c tada  e n la s líne as transg é nic as, pue de  e spe c ularse  que  e ste  
ha  sido  prác tic ame nte  c o mple to . Ade más, e n c o nc o rdanc ia  c o n lo s re sultado s de  
e xpre sió n y a c tividad, lo s nive le s de  pro te ína  PPO y parde amie nto  e nzimátic o  se  
re duje ro n no tab le me nte  e n lo s tubé rc ulo s de  la s líne as transg é nic as. Va le  la  pe na  
me nc io nar que , aún c o n e stas a lte ra c io ne s tan drástic as e n la  a c tividad de  una  
e nzima  a  la  que  durante  dé c adas se  le  ha  inte ntado  asig nar un ro l me tabó lic o , tanto  
la  mo rfo lo g ía  y e l c re c imie nto , c o mo  así tambié n la  pro duc tividad fue ro n 
indisting uib le s e ntre  la s líne as -PPO y lo s c o ntro le s silve stre s (WT, de  sus sig las e n ing le s 
Wild  Type ). Ade más, lo s paráme tro s fo to sinté tic o s fue ro n c o mparab le s e ntre  la s p lantas 
-PPO y WT, re ve lando  una  c o nse rvac ió n de  e ste  impo rtante  pro c e so  anabó lic o  e n la s 
líne as transg é nic as y de ste rrando  la  c re e nc ia  de  que  PPO c umple  una  func ió n 
impo rtante  e n lo s pro c e so s fo to sinté tic o s (18-21), a l me no s e n c o ndic io ne s lib re s de  
e stré s. Esto s re sultado s so n c o nc o rdante s c o n info rme s pre vio s re a lizado s e n o tras 
e spe c ie s ve g e ta le s, do nde  se  re po rtó  que  la  a lte rac ió n de  la  a c tividad de  PPO no  
pare c e  influir e n e l c re c imie nto  ni e n e l de sarro llo  no rmal de  la  p lanta  (32, 92, 189). 
Ade más, la  ause nc ia  de  e stas e nzimas e n Arab ido psis thaliana  (14) pare c e  se ña lar 
hac ia  e sta  misma  dire c c ió n. 

Al aho ndar e n e l e studio  de l me tabo lismo  de  e stas p lantas, se  e nc o ntró  que  una  g ran 
pro po rc ió n de  lo s me tabo lito s de te c tado s pre se ntaban c ambio s que , si b ie n no  e ran 
mayúsc ulo s, e ran sig nific a tivo s e ntre  lo s tubé rc ulo s WT y -PPO; y que  tanto  e l núme ro  
de  me tabo lito s a lte rado s c o mo  la  mag nitud de  e sto s c ambio s c o rre la c io naban b ie n 
c o n lo s nive le s de  a c tividad e nzimátic a  de  la s d istintas líne as. Dado  que  e sto s 
e xpe rime nto s se  re a lizaro n ba jo  c o ndic io ne s ambie nta le s c o ntro ladas, e sto s re sultado s 
sug ie re n que  PPO se ría , a l me no s e n parte , re spo nsab le  de  la s mo dific a c io ne s 
me tabó lic as o bse rvadas. No  o bstante , de be  te ne rse  e n c ue nta  la  variab ilidad 
individua l de  la s d istintas p lantas, ya  que  fe nó me no s de  a lta  he te ro g e ne idad 
c o mpo sic io na l han sido  pue sto s e n e vide nc ia  po r e studio s simila re s (101, 102). Inc luso  
c o n un pano rama  de  e stas c arac te rístic as, a lg uno s re sultado s de l e studio  de  lo s 
pe rfile s me tabó lic o s pare c e n pro po rc io nar e vide nc ias c o nvinc e nte s de  que  la s 
d ife re nc ias me tabó lic as o bse rvadas so n se g urame nte  c o nse c ue nc ia  de  la  re duc c ió n 
e n la  a c tividad de  e sta  e nzima : 1) e l á c ido  c lo ro g é nic o , e l princ ipa l sustra to  de  la  
re ac c ió n de  parde amie nto  e nzimátic o  (190), se  e nc o ntró  aume ntado  e n lo s 
tubé rc ulo s transg é nic o s; 2) lo s nive le s de l me tabo lito  se nso r de l e stré s o xida tivo , 
de hidro asc o rbato  (191), e staban a lte rado s e n lo s tubé rc ulo s -PPO; y 3) se  e nc o ntró  



Disc usió n 
Un Ro l Bio ló g ic o  Pro pue sto  Para Las Miste rio sas Po life no l Oxidasas Ve g e tale s 

Briardo  Llo re nte  

 

  75 

una  a lta  c o rre la c ió n e ntre  e l c o nte nido  de  amino ác ido s lib re s y e l nive l de  inhib ic ió n 
de  la  a c tividad de  PPO. Esta  última  o bse rvac ió n ya  ha  sido  re po rtada  e n traba jo s 
do nde  se  e studiaro n re la c io ne s e ntre  d istinto s g e no tipo s de  papa  c o n d ife re nte s 
nive le s de  parde amie nto  (91, 192). Po r lo  tanto , c o nside rando  la s e vide nc ias 
d ispo nib le s, po de mo s arribar a  la  supo sic ió n de  que , si b ie n PPO pue de  e je rc e r 
influe nc ias so bre  e l e stado  de  la s re de s me tabó lic as, no  e s una  e nzima  fundame nta l 
de l me tabo lismo  de  plantas. 

 

Se g uridad y pe rc e pc ió n de  las papas sin parde amie nto  

Co n más de  una  dé c ada  transc urrida  de sde  la  intro duc c ió n de  la s prime ras plantas 
transg é nic as, e l me jo ramie nto  de  c ultivo s a  travé s de  ing e nie ría  g e né tic a  sig ue  sie ndo  
un te ma  de  inte ré s púb lic o  (98, 106, 193) que  ha  lle vado  a l de sarro llo  de  minuc io sas 
me didas de  e va luac ió n ante s de  que  un c ultivo  mo dific ado  se a  c o nside rado  
se g uro . El mo de lo  de  e va luac ió n ac tua l ha  sido  ampliame nte  aplic ado  y ha  
de mo strado  se r sa tisfa c to rio  para  lo s c ultivo s transg é nic o s de  prime ra  g e ne rac ió n, 
do nde  se  asume  que  só lo  una  c arac te rístic a  de l c ultivo  e s mo dific ada . Sin e mbarg o , 
c o mo  lo s c ultivo s b io te c no ló g ic o s de  la  pró xima  g e ne rac ió n se rán más c o mple jo s, 
e xiste  la  duda  de  si e l mo de lo  a c tua l de  e va luac ió n se rá  tambié n ade c uado  para  
e llo s. Hasta  aho ra , e ste  pro b le ma  no  hab ía  sido  abo rdado  c o n un c aso  c o nc re to , po r 
lo  que  se  de c id ió  po ne r a  prue ba  e ste  inte rro g ante  c o n una  prue ba  de  c o nc e pto . El 
mo de lo  de  papas -PPO de sarro llado  e n e ste  traba jo  e ra  ade c uado  para  abo rdar e sta  
pro b le mátic a  po rque , po r un lado , se  ana lizaba  un c ultivo  mo dific ado  para  c o nse g uir 
una  me jo ra  de  c a lidad  y, a l mismo  tie mpo , se  e studiaba  un c ultivo  do nde  se  hab ían 
sile nc iado  vario s mie mbro s de  una  familia  g é nic a  de  func ió n b io ló g ic a  de sc o no c ida  y, 
po r lo  tanto , se  po te nc iaba  la  o c urre nc ia  de  mo dific a c io ne s me tabó lic as 
impre de c ib le s. Ante s de  e ste  traba jo , só lo  uno s po c o s e studio s hab ían e xplo rado  e l 
c o nc e pto  de  e quiva le nc ia  sustanc ia l (Vé ase  Se g uridad y pe rc e pc ió n de  lo s c ultivo s 
b io te c no ló g ic o s e n la  se c c ió n de  Intro duc c ió n) e n c ultivo s b io te c no ló g ic o s de  pró xima  
g e ne rac ió n (101, 102); sin e mbarg o , nunc a  ante s se  hab ían re po rtado  e studio s de  
se g uridad c o mparativa  e n c ultivo s b io te c no ló g ic o s c o mple jo s.  

Te nie ndo  e n c ue nta  la s d ife re nc ias me tabó lic as e nc o ntradas e n la s d istintas líne as 
transg é nic as, se  to rnó  fundame nta l inve stig ar e sto s tubé rc ulo s e n un c o nte xto  de  
c o nsumo  a lime ntario  para  ide ntific a r po sib le s e fe c to s no  inte nc io na le s de  re le vanc ia  
to xic o ló g ic a  y/ o  nutric io na l. Ade más, e ra  te ntado r e spe c ular si la s papas -PPO sabrían 
d istintas a  la s WT y, po r lo  tanto , si te ndrían a lg ún e fe c to  e n la  ing e sta . Curio same nte , 
c uando  se  re a lizaro n lo s e xpe rime nto s de  a lime ntac ió n e n ra to ne s, to do s lo s g rupo s 
a lime ntado s c o n d ie tas suple me ntadas c o n papas -PPO c o nsumie ro n e n pro me dio  un 
~11 % más papa  que  lo s ra to ne s a lime ntadas c o n d ie tas suple me ntadas c o n papa  
WT. Esto  po dría  e star o rig inado  po r c arac te rístic as o rg ano lé ptic as d ife re nc ia le s e ntre  
lo s tubé rc ulo s WT y -PPO, de rivadas de  d ife re nc ias c o mo  las o bse rvadas e n lo s nive le s 
de  azúc are s y á c ido s o rg ánic o s. Po r o tra  parte , e stas d ife re nc ias tambié n pue de n se r 
de b idas, a l me no s e n parte , a  la  re duc c ió n de  parde amie nto  e n lo s tubé rc ulo s -PPO, 
de mo rando  e l de te rio ro  o xida tivo  y hac ie ndo  que  e sto s tubé rc ulo s se an más 
pa la tab le s po r pe río do s de  tie mpo  más la rg o s que  lo s WT. No tab le me nte , no  se  
o bse rvaro n d ife re nc ias sig nific a tivas e n e l c o nsumo  de  a lime nto  ba lanc e ado  para  
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ro e do re s ni e n e l c re c imie nto  e ntre  lo s d istinto s g rupo s. Co nside rando  que  lo s 
tubé rc ulo s de  papa  e stán c o mpue sto s e n un ~80 % de  ag ua , po de mo s e spe c ular que  
e l c o nsumo  dife re nc ia l de  papa  -PPO o bse rvado  pro bab le me nte  no  re pre se nte  un 
apo rte  c a ló ric o  sig nific a tivo . 

Cuando  se  ana lizaro n lo s paráme tro s fisio ló g ic o s e n lo s ó rg ano s vita le s y la  sang re  de  
lo s ra to ne s, no  se  e nc o ntraro n sig no s de  to xic idad ni a lte rac io ne s de l me tabo lismo . Po r 
o tra  parte , la s d istintas d ie tas tampo c o  tuvie ro n e fe c to s adve rso s so bre  la  flo ra  
mic ro b iana  inte stina l. Co nside rando  e l pe so  me dio  de  un humano  de  70 kg , e l 
pro me dio  mundia l de  c o nsumo  anua l pe r c ápita  de  papa  (e stimado  e n 31,3 kg ; 
http :/ / www.po ta to 2008.o rg / e n/ wo rld / inde x.htm), y que  e n e sto s e xpe rime nto s lo s 
ra to ne s pre se ntaro n un pe so  pro me dio  de  19,6 g  y mo straro n un c o nsumo  me dio  d ia rio  
de  2,2 g  de  papa , e s de  e spe rar que  se  haya  lo g rado  un marg e n de  se g uridad de  
e xpo sic ió n de  91,4 ve c e s e n e sto s e xpe rime nto s de  a lime ntac ió n, e quiva le nte  a  una  
ing e sta  humana  de  7,8 kg  de  papa / pe rso na / d ía . Ade más, si b ie n no  e s e spe rado  que  
se  e xpre se n pro te ínas a  partir de l ve c to r de  sile nc iamie nto , lo s re sultado s de l aná lisis in 

silic o  re a lizado  e n varias base s de  da to s, y la  fa lta  de  to xic idad y a le rg e nic idad de l 
pro duc to  de l g e n se le c to r (159-161), sug ie re n que  no  e xiste n rie sg o s de  a le rg e nic idad 
de rivada  de  la  se c ue nc ia  utilizada  e n e ste  e studio . Co n re spe c to  a  e ste  te ma , que da  
pe ndie nte  e l aná lisis de  la s se c ue nc ias flanque ante s de  lo s sitio s de  inse rc ió n de  la  
ho rquilla  de  sile nc iamie nto , que  po dría  a rro ja r luz so bre  la  po sib le  o c urre nc ia  de  
re arre g lo s o  e sc isio ne s g é nic as no  de se adas y la  po te nc ia l g e ne rac ió n de  pro te ínas de  
fusió n. 

Al habe r o b te nido  e sto s re sultado s y c o nside rando  que  la  pe rc e pc ió n de l a ro ma  
pre c e de  e  influye  fue rte me nte  a  la  ing e sta  de  a lime nto s (194), se  de c id ió  e studiar e l 
po sib le  pape l de l o lo r de  la  papa  so bre  la  pre fe re nc ia  de  lo s ra to ne s po r la s líne as -
PPO. Lo s re sultado s de  lo s e xpe rime nto s se nso ria le s re a lizado s c o n ra to ne s y humano s 
mo straro n c la rame nte  que  las re ac c io ne s de  o xidac ió n c a ta lizadas po r PPO a lte ran e l 
a ro ma  de l tubé rc ulo  de  papa . La  e vide nte  pre fe re nc ia  de  lo s ra to ne s po r la s papas -
PPO c uando  la s mue stras e stán o xidadas pare c e  indic ar que , a  pe sar de  c ua lquie r 
po sib le  d ife re nc ia  a ro mátic a  basa l e ntre  la s d istintas líne as, lo s tubé rc ulo s transg é nic o s 
c o nse rvan una  mayo r c antidad de  c o mpue sto s vo lá tile s c lave  que  c o ntribuye n a l o lo r 
de  la  papa  durante  pe río do s de  tie mpo  mayo re s que  e n la s líne as WT. Esto  tambié n se  
ve  re fle jado  e n lo s re sultado s o b te nido s c o n humano s, do nde  lo s partic ipante s fue ro n 
c apac e s de  d isc riminar e ntre  la s mue stras WT y -PPO c o n una  mayo r pre c isió n c uando  
la s mue stras e staban o xidadas y c o me ntaro n que  la s líne as -PPO pre se ntaban un 
aro ma  más inte nso  que  la s WT. La  fa lta  de  d ife re nc ias sig nific a tivas e n la  prue ba  de  
c a lific a c ió n he dó nic a  pue de  e xplic arse  po r e l he c ho  de  que  la  e va luac ió n de  lo s 
o lo re s e n humano s e s muy sub je tiva  de b ido  a  varia c io ne s intrae spe c ífic as e n la  
c apac idad de  de te c tar y de sc rib ir lo s o lo re s (168). A su ve z, tambié n po dría  se r una  
c o nse c ue nc ia  de  la  utilizac ió n de  pane listas no  e ntre nado s. Ade más, e l o lo r de  la  
papa  c ruda  pue de  no  re pre se ntar un e stímulo  sig nific a tivame nte  ag radab le  para  lo s 
se re s humano s, c o mo  las puntuac io ne s inte rme dias dadas a  to das la s mue stras 
pare c e n indic ar. Sin e mbarg o , va le  la  pe na  me nc io nar que  lo s partic ipante s e vo c aro n 
la  impre sió n se nso ria l de  un ve g e ta l c o no c ido  más a  me nudo  c uando  o lían las 
mue stras transg é nic as que  c uando  o lían la s mue stras WT. 
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Aúnque  las base s mo le c ulare s de  la  pre fe re nc ia  o lfa tiva  po r la s líne as transg é nic as no  
se  e studiaro n c o mo  parte  de  e ste  traba jo , vario s me tabo lito s que  c o ntribuye n a l 
a ro ma  se  e nc ue ntran a lte rado s e n la s líne as -PPO. Po r e je mplo , e l á c ido  mirístic o , que  
e s utilizado  e n la  fabric ac ió n de  pe rfume s y sabo rizante s, y que  ade más ha  
de mo strado  se r un o lo r a traye nte  de  Ano phe le s g ambiae  (195) e stá  aume ntado  más 
de  do s ve c e s e n la s líne as transg é nic as. Po r o tra  parte , la s amino ác ido s fe nila lanina , 
me tio nina , va lina , le uc ina  e  iso le uc ina , lo s c ua le s so n c o no c ido s pre c urso re s de  
c o mpue sto s vo lá tile s de  p lantas (196, 197), tambié n se  e nc ue ntran a lte rado s e n la s 
líne as transg é nic as. Estas a lte rac io ne s amino ac íd ic as po drían se r indic a tivas de  un 
c ambio  me tabó lic o  hac ia  la  pro duc c ió n de  c o mpue sto s vo lá tile s. Ade más, se  pue de  
e spe c ular que  la  inhib ic ió n de  la  re ac c ió n de  parde amie nto  e nzimátic o  e staría  
pre vinie ndo  la  po lime rizac ió n y pre c ip ita c ió n de  fe no le s vo lá tile s y/ u o tro s c o mpue sto s 
vo lá tile s (197), que  pe rmane c e rían lib re s, c o ntribuye ndo  a l a ro ma  más inte nso  de  la s 
líne as transg é nic as. En c o nso nanc ia  c o n e stas e spe c ulac io ne s, e studio s pre vio s han 
de mo strado  que  no  só lo  la  c a lidad de l a ro ma , sino  tambié n la  inte nsidad de l a ro ma  
(c o nc e ntrac io ne s de  vo lá tile s) pue de n influir e n la s pre fe re nc ias o lfa tivas (138, 140, 198-
200). Esto s re sultado s tambié n sug ie re n que  e l mayo r c o nsumo  de  tubé rc ulo s -PPO 
o bse rvado  e n lo s e xpe rime nto s de  a lime ntac ió n e n ra to ne s tambié n e stá  influe nc iado , 
a l me no s e n parte , po r a ro mas d ife re nc ia le s que  se  a c e ntúan e ntre  la s líne as una  ve z 
que  tie ne n lug ar la s re ac c io ne s o xida tivas c a ta lizadas po r PPO. Que dan pe ndie nte s lo s 
e studio s de  lo s pe rfile s de  c o mpue sto s vo lá tile s que  pe rmitirán ide ntific a r la s mo lé c ulas 
re spo nsab le s de  e stas o bse rvac io ne s. Aúnque  e s b ie n sab ido  que  la s PPO c a ta lizan 
re ac c io ne s o xida tivas que  a lte ran la s pro pie dade s o rg ano lé ptic as de  lo s a lime nto s 
[8,9], la  impo rtanc ia  de l parde amie nto  e nzimátic o  y su re la c ió n c o n e l a ro ma  no  hab ía  
sido  pre viame nte  e studiada , vié ndo lo  a po ste rio ri, re sulta  to ta lme nte  ló g ic o  que  e sta  
e nzima  que  c a ta liza  la  po lime rizac ió n de  mo lé c ulas a ro mátic a s tuvie ra  e fe c to s so bre  
la  c o mpo sic ió n de  c o mpue sto s vo lá tile s y e l a ro ma .  

De  to do s e sto s re sultado s po de mo s o b te ne r un variado  me nú de  c o nc lusio ne s 
prác tic as: 1) La  aplic ac ió n de  lo s c rite rio s a c tua le s de  e va luac ió n pare c e  pro po rc io nar 
info rmac ió n sufic ie nte  c o mo  para  po de r va lo rar ade c uadame nte  la  se g uridad de  un 
c ultivo  transg é nic o  c o mple jo , aún c uando  lo s c ultivo s transg é nic o s y WT no  se an 
sustanc ia lme nte  e quiva le nte s; 2) La  e vide nc ia  de  e q uiva le nc ia  fe no típic a  no  
ne c e sariame nte  c o inc ide  c o n la  e xiste nc ia  de  e quiva le nc ia  me tabó lic a ; 3) Las papas 
-PPO, ade más de  te ne r una  vida  útil mayo r y c o nse rvar su a ro ma  po r tie mpo s más 
pro lo ng ado s, so n aptas para  e l c o nsumo  y no  pare c e n re pre se ntar un rie sg o  para  la  
sa lud; y 4) Las a c tividad de  la s e nzimas PPO a lte ra  e l c o nsumo , e l a ro ma  y la  
a trac tividad de  lo s te jido s ve g e ta le s. 

 

Implic anc ias e c o ló g ic as 

Inte re sante me nte , Cyc lo c e phala  sig natic o llis tambié n mo stró  pre fe re nc ia  po r la s líne as 
transg é nic as e n lo s e studio s de  a lime ntac ió n, do nde  lo s inse c to s a lime ntado s c o n 
tubé rc ulo s -PPO c o nsumie ro n sig nific a tivame nte  más papa  que  lo s inse c to s 
a lime ntado s c o n tubé rc ulo s WT. Lo s re sultado s de  e sto s e xpe rime nto s so n 
c o nc o rdante s c o n e studio s pre vio s re a lizado s e n inse c to s (30-32), pe ro  más inte re sante  
aún e s que  é sto s e stán e n to ta l a rmo nía  c o n lo s re sultado s o b te nido s e n ra to ne s y 
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humano s, dando  un indic io  de  la  mag nitud de l po te nc ia l a lc anc e  de  lo s fe nó me no s 
de rivado s de  la  a c tividad de  PPO. Esto s re sultado s, sumado s a l he c ho  de  que  lo s 
c o mpue sto s fe nó lic o s no  tie ne n, apare nte me nte , un ro l de fe nsivo  pe r se  e n la  
re siste nc ia  de  p lantas c o ntra  he rb ívo ro s (55, 56), indic arían que  e s PPO quie n, 
hac ie ndo  uso  de  lo s c o mpue sto s fe nó lic o s, mo dula , a l me no s e n parte , e ste  tipo  de  
me c anismo s de fe nsivo s. De  las e vide nc ias de rivadas de  lo s e studio s re a lizado s e n 
animale s se  de duc e  c o mo  c o ro la rio  que , de sde  e l punto  de  vista  de  un fitó fag o , la  
a c tividad de  PPO re duc e  la  pa la tab ilidad y la  a trac tividad de  lo s te jido s ve g e ta le s y, 
de sde  e l punto  de  vista  de  la  p lanta , PPO c umple  un ro l d isuasivo  ante  e l a taque  de  
o rg anismo s de pre dado re s. Muc ho s traba jo s han apo yado  la  hipó te sis de  que  la  
o xidac ió n me diada  po r PPO disminuye  la  c a lidad nutric io na l de  lo s te jido s ve g e ta le s 
(26, 30, 41, 201-203). Si b ie n e sto  no  fue  e vide nte  e n lo s e xpe rime nto s in vivo  re a lizado s 
e n e sta  te sis, e s sug e stivo  pe nsar que  si PPO e fe c tivame nte  pro duc e  e ste  e fe c to , e l 
he c ho  de  que  ade más pro duzc a  una  d isminuc ió n e n la  mo tivac ió n de l de pre dado r, 
po dría  e star hab lando  de  un me c anismo  de  inte rac c ió n e vo lutiva  que , po r un lado , 
re duc iría  la  de pre dac ió n e n ve g e ta le s y, po r o tro  lado , pro mo ve ría  la  búsque da  de  
a lime nto s más nutritivo s e n animale s. 

En lo s e xpe rime nto s re a lizado s c o n Phyto phtho ra infe stans, la s líne as de  papa  
transg é nic as mo straro n una  mayo r re siste nc ia  a  e ste  pa tó g e no  que  las p lantas WT, 
re trasando  la  pro g re sió n de  la  infe c c ió n po r me c anismo s que  pare c e n invo luc rar, a l 
me no s e n parte , la  partic ipac ió n de  c o mpue sto s fe nó lic o s. La  o bse rvac ió n de  
c o mpue sto s fe nó lic o s auto fluo re sc e nte s y su ro l e n la  de fe nsa  de  p lantas c o ntra  
mic ro o rg anismo s ha  sido  ampliame nte  re po rtada  e n la  b ib lio g ra fía  (48, 49, 52, 181). En 
e l mo de lo  pro pue sto  e n la  Fig ura  18D, la s re spue stas de  de fe nsa  me diadas po r 
c o mpue sto s fe nó lic o s lib re s so n inte rfe ridas po r la  a c tividad de  PPO, que  pro mue ve  su 
po lime rizac ió n y pre c ip ita c ió n e n la s p lantas WT. Po r lo  tanto , la  d ispo nib ilidad de  
fe no le s lib re s para  me c anismo s de  de fe nsa  se  ve  re duc ida  y la  infe c c ió n se  pro pag a  
rápidame nte . En las p lantas -PPO, la  d ispo nib ilidad de  fe no le s lib re s para  me c anismo s 
de  de fe nsa  no  e stá  re string ida  po r la  a c tividad de  PPO. Po r c o nsig uie nte , hay mayo re s 
c antidade s de  fe no le s lib re s d ispo nib le s para  la s re spue stas de  de fe nsa  y la  infe c c ió n 
se  pro pag a  de  fo rma  más le nta . Estas a lte rac io ne s de l e stado  o xida tivo  de  lo s 
c o mpue sto s fe nó lic o s de  la s c é lulas ve g e ta le s que  ro de an a l pa tó g e no  invaso r 
po drían c o ntribuir e n la  de fe nsa , g e ne rando  un ambie nte  ho stil a  P. infe stans. En to ta l 
c o rre spo nde nc ia  c o n e ste  mo de lo , se  ha  re po rtado  que  a lg uno s mic ro o rg anismo s so n 
c apac e s de  to le rar me jo r d ive rso s c o mpue sto s fe nó lic o s antimic ro b iano s g rac ias a  que  
po se e n e nzimas tiro sinasas simila re s a  PPO, c o n la s c ua le s pue de n de to xific a r e sto s 
c o mpue sto s fe nó lic o s (204, 205). Co he re nte me nte , c e pas de  Stre pto myc e s a  la s que  
se  le s han mutado  lo s g e ne s que  c o dific an para  e stas e nzimas PPO se  vue lve n 
hipe rse nsib le s a  muc ho s c o mpue sto s fe nó lic o s ve g e ta le s (204). Alte rnativa  o  
para le la me nte , la  mayo r d ispo nib ilidad de  c o mpue sto s fe nó lic o s antio xidante s po dría  
e star mitig ando  lo s daño s c ausado s po r la s e spe c ie s re ac tivas de l o xíg e no  
o c asio nadas po r e l e stré s o xida tivo  de rivado  de  la  infe c c ió n, pe rmitie ndo  que  o tro s 
me c anismo s de  de fe nsa  se  de se mpe ñe n más e fic ie nte me nte  e n la s c é lulas ve g e ta le s 
transg é nic as. En c o nc o rdanc ia  c o n lo s re sultado s o b te nido s po r mic ro sc o pía , la s 
p lantas -PPO pre se ntan nive le s basa le s de  á c ido  c lo ro g é nic o  que  duplic an a  lo s de  lo s 
c o ntro le s WT. Este  me tabo lito  po dría  e star a c tuando  c o mo  una  fito antic ip ina  (206), 
c o mo  ha  sido  pre viame nte  de mo strado  e n e studio s re a lizado s c o n plantas 
transg é nic as de  to mate  (54) y tabac o  (50, 51). Tambié n, lo s mayo re s nive le s de  xilo sa  
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pre se nte s e n la s p lantas transg é nic as so n c o he re nte s c o n un aume nto  e n lo s nive le s de  
c o mpue sto s fe nilpro pano ide s. Esta  c o rre la c ió n po sitiva  e ntre  lo s nive le s de  xilo sa  y e l 
c o nte nido  de  c o mpue sto s fe nó lic o s fue  pre viame nte  re po rtada  e n un e studio  
re a lizado  c o n d istintas e spe c ie s de  g ramíne as (207). De  to das fo rmas, no  e s po sib le  
de sc artar o tro s fa c to re s que  e sté n c o ntribuye ndo  e n lo s me c anismo s de  de fe nsa , ya  
que  po r e je mplo  se  ha  de mo strado  que  la  tre ha lo sa , un me tabo lito  que  se  e nc ue ntra  
aume ntado  más de l do s ve c e s e n la s líne as -PPO, me jo ra  la  re siste nc ia  a l pa tó g e no  
Blume ria  g raminis f.sp . tritic i e n trig o  (208). La  a lte rac ió n de  lo s de más me tabo lito s no  e s 
aún c la ra  y e xpe rime nto s de  aná lisis me tabó lic o  po r c ro mato g ra fía  líquida  de  a lta  
re so luc ió n a c o plada  a  e spe c tro me tría  de  masas (HPLC-MS) se  e nc ue ntran 
ac tua lme nte  e n de sarro llo  para  inte ntar c o mpre nde r me jo r la s a lte rac io ne s e n la s 
d istintas re de s me tabó lic as.  

En c o ntraste  c o n lo s re sultado s de  e ste  traba jo , do s e studio s re a lizado s c o n plantas 
transg é nic as de  to mate  aso c ia ro n la  re duc c ió n de  la  a c tividad de  PPO c o n una  
mayo r susc e ptib ilidad a  Pse udo mo nas syring ae  y e l aume nto  de  la  a c tividad de  PPO 
c o n una  mayo r re siste nc ia  a  e sta  misma  bac te ria  (33, 34). Sin b ie n lo s re sultado s 
pre se ntado s e n e sto s traba jo s so n c o nvinc e nte s, lo s auto re s no  c o nsig uie ro n e nc o ntrar 
prue bas fe hac ie nte s que  pe rmitie ran e xplic ar e sto s re sultado s ni e xplo raro n e l e stado  
de  o tro s me c anismo s de  de fe nsa  e n e stas p lantas (33, 34). Más aún, no  e s se nc illo  
hac e r c o mparac io ne s d ire c tas ya  que  las e spe c ie s de  plantas y pa tó g e no s utilizadas 
fue ro n d ife re nte s e n uno  y o tro  e studio . Bie n po dría  se r e l c aso  que  P. syring ae  te ng a  
me c anismo s de  infe c c ió n y to le ranc ia  to ta lme nte  d ife re nte s a  lo s de  P. 

infe stans. Asimismo , lo s re sultado s o b te nido s e n e ste  traba jo  d ifie re n de  lo s re po rtado s 
po r Ro mme ns e t a l. (209), do nde  no  se  e nc o ntraro n d ife re nc ias e vide nte s e n la  
pro g re sió n de l tizó n ta rdío  e ntre  una  líne a  de  papa , de  la  varie dad Rang e r Russe t, 
sile nc iada  para  PPO y tubé rc ulo s c o ntro le s WT. Estas d isc re panc ias pue de n se r 
a tribuib le s a  d ife re nc ias e xpe rime nta le s, ta le s c o mo  la  varie dade s de  papa , e l tamaño  
de l inó c ulo , la  de te rminac ió n de  la  pro g re sió n de  la  e nfe rme dad y la  pa to g e nic idad 
de  la s c e pas de  P. infe stans utilizadas. Ade más, a  sab ie ndas de  que  e l e fe c to  de  la  
a c tividad de  PPO so bre  e l c re c imie nto  de  P. infe stans no  e s to ta l, po dría  e xplic arse  po r 
qué  é ste  no  fue  o bse rvado  po r e sto s auto re s. 

 

Evo luc ió n y pro pue sta  de  un po sib le  ro l b io ló g ic o  

En re spue sta  a l a taque  de  pa tó g e no s o  de pre dado re s, la s p lantas a c tivan un 
c o mple jo  c o njunto  de  a c o nte c imie nto s b io químic o s y c e lulare s. Sin e mbarg o , e l que  
una  planta  se a  re siste nte  o  no  a l a taque  de  un ag re so r de pe nde  de  su c apac idad 
para  administrar una  g ran c antidad de  me c anismo s que  han sido  mo lde ado s a  lo  
la rg o  de  la  e vo luc ió n. Dado  que  e l aume nto  de  lo s c o mpue sto s fe nó lic o s se  c o nside ra  
una  adaptac ió n c e lular a l e stré s y un me c anismo  de  de fe nsa  c o ntra  pa tó g e no s, lo s 
re sultado s o b te nido s c o n P. infe stans sug ie re n que  la s de fe nsas antimic ro b ianas 
me diadas po r c o mpue sto s fe nilpro pano ide s so n me no s c o mpe te nte s e n pre se nc ia  de  
PPO. Te nie ndo  e n c ue nta  que  lo s pro c e so s me tabó lic o s pue de n supe rpo ne rse  (107), 
po de mo s inte rpre tar e sto  c o mo  un e je mplo  de  inte rfe re nc ia  me tabó lic a , 
c o nse c ue nc ia  de  la  adquisic ió n y e l apilamie nto  e vo lutivo  de  d ife re nte s, aunque  
inte rc o ne c tado s, me c anismo s que  so n c apac e s de  inte rac c io nar ba jo  de te rminadas 
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c irc unstanc ias. Co nc re tame nte , e n e l mo de lo  pro pue sto , PPO inte rfie re  c o n lo s 
me c anismo s de  re spue sta  a  e stré s, re duc ie ndo  e l re c urso  de  fe no le s lib re s d ispo nib le s 
para  re spue stas de fe nsivas. Sug e stivame nte , lo s re sultado s hasta  aho ra  inc o ng rue nte s 
o b te nido s e n un c urio so  e studio , do nde  plantas de  to mate  sile nc iadas para  lo s g e ne s 
de  PPO  mo straro n se r más to le rante s a l e stré s hídric o  (38), pue de n se r tambié n 
e xplic ado s c o n e ste  mo de lo : Al no  e star pre se nte  PPO, e xistiría  una  mayo r 
d ispo nib ilidad de  c o mpue sto s fe nó lic o s antio xidante s para  c o ntrarre star lo s e fe c to s 
no c ivo s de l e stré s o xida tivo  o c asio nado  po r la  se quía . Pre c isame nte  e sta  o bse rvac ió n, 
que  la s p lantas transg é nic as mo straban sig no s de  un me no r e stré s o xida tivo , fue  
re po rtada  po r lo s auto re s de  e ste  traba jo  (38). En líne a  c o n e l mo de lo  pro pue sto , o tro s 
e studio s han re po rtado  que  la  a c limatac ió n a l e stré s té rmic o  o c asio na  una  re duc c ió n 
de  la  a c tividad de  PPO y un aume nto  de  lo s c o mpue sto s fe nó lic o s antio xidante s e n 
to mate  y me ló n (Citrullus lanatus) (210). Estas mismas o bse rvac io ne s fue ro n re po rtadas 
para  á rbo le s de  o livo  (Ole a e uro pae a ) so me tido s a  c o ndic io ne s de  e stré s hídric o  y 
sa lino  (35-37). 

Si to mamo s e l prime r supue sto  de  que  la s e nzimas PPO no  so n impo rtante s e n e l 
me tabo lismo  ve g e ta l (e stab le c ido  durante  la  c arac te rizac ió n de  la s p lantas -PPO y po r 
(14, 32, 92, 189)), le  sumamo s e l se g undo  supue sto  de  que  ba jo  c ie rtas c o ndic io ne s de  
e stré s e stas e nzimas d isminuye n la  aptitud  b io ló g ic a  de  la s p lantas (e stab le c ido  po r lo s 
e xpe rime nto s c o n P. infe stans y po r (38)), y c o ntrastamo s ambo s c o n la  amplia  
d istribuc ió n y c o nse rvac ió n e vo lutiva  de  PPO (e stab le c idas po r lo s e studio s de  filo g e nia  
de  e ste  traba jo ), po de mo s e nc o ntrar fue rte s e vide nc ias que  van e n c o ntra  de  
hipo te tizar que  e stas e nzimas fo rman parte  de l g rupo  de  c arac te re s no -adapta tivo s. 
En o tras pa labras, inde pe ndie nte me nte  de  si la s e nzimas PPO apare c ie ro n c o mo  fruto  
de  una  adaptac ió n o  de  una  e xaptac ió n, la s e vide nc ias indic an que  si no  fue ran 
e vo lutivame nte  mante nidas me diante  fue rzas de  pre sió n de  se le c c ió n, e stas e nzimas 
hub ie ran te ndido  a  pe rde rse  a  lo  la rg o  de  la  histo ria  e vo lutiva  a  c ausa  de  la  
c o njunc ió n de  no  se r me tabó lic ame nte  re le vante s y de  pre se ntar de sve nta jas para  la  
aptitud  b io ló g ic a . Po r lo  tanto , de be n e xistir pre sio ne s po sitivas de  se le c c ió n 
impo rtante s que  justifique n la  amplia  d istribuc ió n y c o nse rvac ió n de  e stas e nzimas e n 
e l re ino  ve g e ta l.  

Co nside rando  la s e vide nc ias re c o piladas po r e ste  y o tro s traba jo s (5, 26, 30-32, 41, 202, 
203), que  de mue stran que  la  a c tividad de  PPO disminuye  e l apo rte  de  nutrie nte s, la  
pa la tab ilidad y la  a trac tividad de  lo s te jido s ve g e ta le s, po de mo s pro po ne r que  las 
pre sio ne s po sitivas que  mantie ne n e vo lutivame nte  a  la s e nzimas PPO e n plantas 
c o nsiste n e n e ve nto s de  de pre dac ió n. A su ve z, la  ló g ic a  implic a  que , si e sta  
supo sic ió n fue ra  c ie rta , e nto nc e s PPO ac tuaría  c o mo  un me c anismo  que  pro mue ve  la  
pre se rvac ió n de  te jido s e n o rg anismo s pluric e lulare s y que  c are c e ría  de  se ntido  e n 
o rg anismo s unic e lulare s o  que  no  fo rman te jido s y que  una  ve z de pre dado s fina liza  su 
histo ria . En to ta l a c ue rdo  c o n e sta  pre dic c ió n, la  búsque da  e n lo s g e no mas 
se c ue nc iado s de  lo s anc e stro s d ire c to s de  la s p lantas te rre stre s, la s a lg as ve rde s 
Chlamido mo nas re inhardtii (211) y Vo lvo x c arte ri (212), no  pe rmitió  ide ntific a r g e ne s 
o rtó lo g o s de  PPO . 
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Co nc lusio ne s 

 

 
A lo  la rg o  de  e sta  te sis se  abo rdaro n tanto  aspe c to s b io ló g ic o s c o mo  prác tic o s de l 
e studio  de  la s po life no l o xidasas (PPO) ve g e ta le s. Durante  la  c arac te rizac ió n de  
plantas transg é nic as de  papa  sile nc iadas para  la  familia  de  g e ne s de  PPO , se  lo g ró  
e stab le c e r la  se g uridad de  e ste  c ultivo  me jo rado , instaurando  un de bate  so bre  la  
re le vanc ia  de  lo s c o nc e pto s a c tua lme nte  utilizado s para  la  e va luac ió n de  la  
se g uridad de  c ultivo s transg é nic o s. De  fo rma  iné dita , me diante  la  imple me ntac ió n de  
mo de lo s anima le s y paradig mas ne uro b io ló g ic o s tambié n se  de mo stró  que  la s e nzimas 
PPO so n c apac e s de  mo dific a r la  c o mpo sic ió n de  lo s c o mpue sto s vo lá tile s e n plantas, 
a lte rando  e l a ro ma  de  lo s te jido s ve g e ta le s. A su ve z, se  de mo stró  que  la  a lte rac ió n de  
la  a c tividad de  PPO no  tie ne  g rande s implic anc ias e n e l me tabo lismo  de  la s p lantas, 
pe ro  sí e n la  mo dulac ió n de  la s inte rac c io ne s e c o ló g ic as e ntre  p lantas, 
mic ro o rg anismo s y o rg anismo s fitó fag o s.  

A nive l prác tic o , se  de sarro lló  una  me to do lo g ía  e xtre madame nte  pre c isa  y se nsib le  
para  e studiar la  e nfe rme dad más de vastado ra  de l c ultivo  de  papa , e l tizó n tardío , que  
pe rmitió  ide ntific a r que  la s p lantas -PPO so n más re siste nte s a  e ste  pa tó g e no  me diante  
me c anismo s que  pare c e n invo luc rar la  partic ipac ió n de  c o mpue sto s fe nó lic o s. A ra íz 
de  e sto s ha llazg o s, se  fo rmuló  un nue vo  me c anismo  de  a c c ió n que  pe rmite  e xplic ar 
tanto  lo s re sultado s de  e ste  traba jo  c o mo  o tro s intrig ante s re sultado s pre viame nte  
de sc ripto s que  hasta  aho ra  no  e ran b ie n c o mpre ndido s. Se g urame nte  e sta  
c o ntribuc ió n se rá  de  utilidad para  e l futuro  de sarro llo  de  nue vo s c ultivo s más re siste nte s 
a l e stré s b ió tic o  y ab ió tic o . 

Aúnque  e s muc ho  lo  que  aún pe rmane c e  o sc uro , de  la  sínte sis de  lo s e xpe rime nto s 
re a lizado s durante  e l transc urso  de  e ste  e studio , po de mo s e spe c ular que , para  lo s 
o rg anismo s sé sile s c o mo  las p lantas, una  e stra te g ia  a c e ptab le  para  c o ntrarre star e l 
a taque  de  de pre dado re s e s vo lve rse  me no s nutritiva s, me no s pa la tab le s y me no s 
a trac tivas a l mo me nto  de  se r a tac adas, re duc ie ndo  así la  mo tivac ió n y la  aptitud  
b io ló g ic a  de l de pre dado r y, c o mo  c o nse c ue nc ia , minimizando  e l daño  de  lo s te jido s 
ve g e ta le s. En e ste  se ntido , PPO, e n c o mbinac ió n c o n lo s me tabo lito s de  la  vía  de  
fe nilpro pano ide s, de se mpe ñaría  un pape l e n e sto s me c anismo s. Mie ntras la  p lanta  no  
e s de pre dada , tanto  e nzimas c o mo  sustra to s se  mante ndrán a islado s de ntro  de  sus 
re spe c tivo s c o mpartime nto s intrac e lulare s. Sin e mbarg o , una  ve z o c urrido  un daño  e n 
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lo s te jido s, PPO y sus sustra to s fe nó lic o s re ac c io narán, dando  lug ar a  nue vas mo lé c ulas 
a ltame nte  re ac tiva s que  a  su ve z re ac c io nará n c o n o tro s c o mpo ne nte s c e lulare s, 
po lime rizando  y pre c ipitando  e n fo rma  de  c o mple jo s simila re s a  la  me lanina . Estas 
re ac c io ne s suc e sivas, to rnarán lo s te jido s me no s nutritivo s y pa la tab le s a l e ntre c ruzar 
íntimame nte  lo s nutrie nte s c e lulare s e n e ste  po líme ro  y, ade más, a lte rarán la  
c o mpo sic ió n de  lo s c o mpue sto s vo lá tile s, to rnando  me no s a trac tivo  e l a ro ma  (y ta l ve z 
tambié n e l a spe c to ) de  lo s te jido s (Fig ura  24). 

 

 

Figura 24. Mo de lo  pro pue sto  de l ro l b io ló g ic o  de  PPO c o mo  un siste ma  de  de fe nsa  de  amplio  e spe c tro  
c o ntra  la  de pre dac ió n e n plantas. Al se r lo s te jido s ve g e ta le s de  una  planta  silve stre  (WT, de  sus sig las e n 
ing le s Wild  Type ) dañado s po r un fitó fag o , PPO y sus sustra to s fe nó lic o s so n libe rado s de  sus re spe c tivo s 
c o mpartime nto s intrac e lulare s y re ac c io nan dando  lug ar a  nue vas mo lé c ulas a ltame nte  re ac tivas que  a  su 
ve z re ac c io narán e n fo rma  se c undaria  c o n o tro s c o mpo ne nte s c e lulare s, po lime rizando  y pre c ipitando  e n 
fo rma  de  c o mple jo s de  c o lo r o sc uro  similare s a  la  me lanina . Co mo  c o nse c ue nc ia  de  e stas re ac c io ne s, lo s 
te jido s se  to rnarán me no s nutritivo s y me no s pa la tab le s a l e ntre c ruzarse  íntimame nte  lo s nutrie nte s c e lulare s 
e n e ste  po líme ro . En para le lo , las re ac c io ne s de se nc ade nadas po r PPO tambié n a lte rarán la  c o mpo sic ió n 
de  lo s c o mpue sto s vo lá tile s, to rnando  e l a ro ma de  lo s te jido s ve g e ta le s me no s a trac tivo  para  lo s 
de pre dado re s. En c o njunto , e sta  se rie  de  e ve nto s re duc irá  la  mo tivac ió n y la  aptitud b io ló g ic a  de l 
de pre dado r, minimizando  e n c o nse c ue nc ia  e l daño  de  lo s te jido s ve g e ta le s. Las plantas sin PPO (-PPO), a l 
c are c e r de  e ste  siste ma  de  de fe nsa , se rían de pre dadas e n una  mayo r pro po rc ió n que  las plantas WT y, 
e ve ntua lme nte , a c abarían e xting uié ndo se . Las c é lulas de  lo s te jido s ve g e ta le s se  e nc ue ntran re pre se ntadas 
c o mo  c uadrado s ve rde s, PPO e n fo rma  de  fle c has fuc sia  y lo s c o mpue sto s fe nó lic o s c o mo  fle c has amarillas. 
Lo s g usano s de  c o lo r ve rde  re pre se ntan un animal de pre dado r de  plantas. Lo s dibujo s zig zag ue ante s 
naranjas y ve rde s que  e manan de  lo s te jido s re pre se ntan lo s c o mpue sto s aro mátic o s libe rado s a  ra íz de l 
daño  me c ánic o  o rig inado  po r lo s ag re so re s e n lo s te jido s WT y -PPO re spe c tivame nte .  

 

Un e sc e nario  hipo té tic o  para  la  e vo luc ió n de  la s pro te ínas de  unió n a  c o bre  de  tipo  3 
c o mo  PPO e s que  hac e  uno s 3.500 millo ne s de  año s, c uando  surg ió  la  fo to sínte sis y la  
a tmó sfe ra  de  la  Tie rra  c ambió  sus c o ndic io ne s anae ró b ic as a  ae ró b ic as, e stas 
pro te ínas ayudaro n a  mante ne r la s c o nc e ntrac io ne s tó xic as de  o xíg e no  intrac e lular 
ba jas (7, 9). A me dida  que  lo s o rg anismo s fue ro n e vo luc io nando  y e l á rbo l de  la  vida  
fue  ramific ándo se , e stas pro te ínas fue ro n so me tidas a  d ife re nte s pre sio ne s e vo lutivas 
que  d ie ro n lug ar a  pro te ínas muy dive rsas (7, 9-13). En la  rama  ve rde  de  la  vida , PPO se  
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he re dó  c o mo  un rasg o  anc e stra l de  la s p lantas te rre stre s, po sib le me nte  a  c ausa  de  un 
e ve nto  de  transfe re nc ia  ho rizo nta l de sde  bac te rias, y fue  re c ic lado  y c o nse rvado  a  
travé s de  la  e vo luc ió n de  la s p lantas c o mo  un me c anismo  de  pro te c c ió n c o ntra  la  
de pre dac ió n. Más tarde , PPO se  pe rdió  e n a lg unas e spe c ie s c o mo  Arab ido psis 
thaliana  (14), pro bab le me nte , c o mo  re sultado  de  la  aparic ió n de  o tro s me c anismo s 
de  pro te c c ió n más e fic ie nte s o  po r e l c ambio  de  la s pre sio ne s de  se le c c ió n. 
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