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RESUMEN 

 

En plantas, la muerte celular programada (PCD, del inglés Programed Cell Death) 

ocurre durante diferentes procesos de desarrollo como la xilogénesis, formación del 

parénquima, senescencia de las hojas, desarrollo de las semillas, embriogénesis y numerosos 

procesos reproductivos (Pennel et al., 1997; Gray, 2004). En el año 2000 y tras la 

secuenciación completa del genoma de Arabidopsis thaliana, Uren y colaboradores 

describen un grupo de genes que denominó metacaspasas y que codifican para proteínas cuya 

estructura secundaria es muy similar al de las caspasas animales. NtMC1 es una metacaspasa 

de tipo II de Nicotiana tabacum L. que se expresa constitutivamente en varios órganos de la 

planta como raíz, tallo, hojas, meristemo y flores. Por ello es muy posible que su nivel de 

regulación sea a nivel post-traduccional, autoprocesándose intramolecularmente en la lisina 

224 localizada en la región unidora, la cual también es importante para garantizar la 

interacción entre las subunidades p20 y p10 y así formar un sitio activo funcional. Además, 

in vitro el procesamiento es favorecido por calcio y la activación del complejo es totalmente 

dependiente de la presencia del catión en el medio. Sin embargo, en un sistema in vivo no se 

conoce cuál es el factor que potencia el autoprocesamiento o activa el complejo. Los datos 

obtenidos sugieren que en condiciones normales la forma activa es un monómero p20p10 

pero una vez activado el complejo parece poder interaccionar con otras subunidades p20 

formando sitios activos alternativos, lo que se traduce en un aumento de actividad. Por otro 

lado, el fragmento SLP-p10 generado posee una potente actividad lítica sobre E.coli, por lo 

que podría constituir una molécula efectora contra diferentes patógenos. 
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ABSTRACT 

 

In plants, programmed cell death (PCD) occurs during different development processes 

as xylogenesis, parenchyma formation, leaf senescence, seed development, embryogenesis 

and many reproductive processes (Pennel et al., 1997; Gray., 2004). In 2000 and after a 

complete sequencing of Arabidopsis thaliana genome, Uren and colleagues describe a group 

of genes called Metacaspases, those genes encoding proteins with secondary structure very 

similar to animal’s caspases. NtMC1 is a Nicotiana tabacum L. type II metacaspase 

constitutively expressed in various organs of the plant such as: root, stem, leaves, meristem 

and flowers. It is therefore quite possible that the level of regulation is a post-translational 

level, exhibiting  intramolecular self-processing at 224 lysine located in the linker region, 

which is also important to ensure the interaction between p20 and p10 subunits to form a 

functional active site. In addition, in vitro the self-processing is favored by calcium and 

activation of the complex is entirely dependent of the presence in the medium of this cation. 

However, in an in vivo system it is not known which is the factor that enhances or activates 

the self-processing of the complex. The data obtained in this work suggest that under normal 

conditions the active form is a monomer (p20p10) but once the complex is activated appears 

to interact with other p20 subunits forming an alternative active sites, resulting in an 

increased activity. Furthermore, the SLP-p10 fragment generated by the cleave in K224 has 

potent lytic activity against E. coli, so that could be an effector molecule against different 

pathogens. 
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I.      INTRODUCCIÓN 
 
 

Los cambios climáticos a nivel global han agudizado las diferentes formas de estrés. Esto 

repercute negativa y primariamente en los cultivos y, por tanto, en la economía de muchos países. 

En tal sentido, la identificación y caracterización de genes relacionados con los mecanismos de 

respuesta a estrés contituyen una de las líneas de investigación priorizadas para contribuir al 

conocimiento y mejoramiento genético de los cultivos. 

Con este objetivo, se han llevado a cabo diferentes ensayos para determinar la inducción de 

genes involucrados en las vías de respuesta a estrés biótico y abiótico, como es el caso de las 

metacaspasas. Estas proteínas constituyen proteasas del tipo cisteínico (Uren et al., 2000), cuya 

función celular y mecanismo molecular no esta del todo dilucidado. Se ha documentado su 

participación en la muerte celular programada, asociándose directamente a la embriogénesis y 

diferentes respuestas de estrés bióticos y abióticos (Suarez et al., 2004., Hao et al., 2006; Bozhkov et 

al., 2005, Watanabe y Lam, 2011b). Actualmente existe todo un debate sobre si las metacaspasas 

cosntituyen o no los ortólogos de las caspasas animales. De las mismas existen dos grandes grupos: 

tipo I y II. Estos se diferencian, fundamentalmente, por la presencia de un propéptido hacia el N-

terminal solo en las de tipo I. Además, se ha propuesto que el sitio activo está formado por 

aminoácidos de las subunidades p20 y p10 en ambos tipos y la activación del zomógeno se da por 

cortes específicos. Sin embargo, las señales que desencadena la activación no se conocen.  

Se han descrito nueve genes de metacaspasas en el genoma de Arabidopsis thaliana, tres  que 

pertenecen  al tipo I (Atmc1- Atmc 3) y los otros seis son del tipo II (Atmc 4 - Atmc 9). Sin 

embargo,  para el género Nicotiana, dentro del cual se encuentran especies ampliamente utilizadas 

como modelos en estudios fisiológicos, bioquímicos y moleculares, solamente existe un informe 

parcial de un gen de una metacaspasa tipo II para Nicotiana benthamiana (Hao et al.,2006).  
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Además, el cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum L.) constituye uno de los renglones de 

exportación más importante de varios paises. Las mejoras de las características organolépticas de sus 

variedades, ha conllevado a una pérdida significativa en la variabilidad genética y, por consiguiente, 

al aumento en la susceptibilidad ante diferentes condiciones de estrés. Es por ello que, deducir 

posibles funciones de las metacaspas en el tabaco, a partir de caracterizaciones in silico, in vitro e in 

vivo, permitirá no solo mejorar la comprensión de las complejas interacciones que se establecen 

entre las plantas y el entorno, sino desarrollar nuevos sistemas que potencien la resistencia de las 

mismas ante las diferentes condiciones de estrés.   
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II.    HIPÓTESIS  
 

La metacaspasa de tipo II de Nicotiana tabacum L. es una cisteín-proteasa cuya 

actividad para el corte de su(s) sustrato(s) en los residuos K/R,  está regulada por interacción 

directa entre las subunidades p20 y p10 así como por un autoprocesamiento. 

 

 

 
III.    OBJETIVOS 
 
III. 1. Objetivo General  
 

Caracterización bioquímica de un nuevo gen de metacaspasa tipo II en Nicotiana 
tabacum L. 

 

III.  2.  Objetivos específicos: 
 

1. Identificar genes funcionales de metacaspasas en N. tabacum L., mediante RT-PCR 

en plantas sometidas a estrés abiótico. 

2. Caracterizar la secuencia obtenida mediante bioinformática, aplicando búsquedas de 

dominios conservados, alineamiento múltiple de secuencias, análisis filogenético y 

modelación 3D. 

3. Analizar la estructura génica y patrón de expresión del nuevo gen identificado para 

comprender la evolución y posible función de estos genes.  

4. Caracterizar la proteína mediante técnicas bioquímicas para confirmar las 

predicciones bioinformáticas y conocer su mecanismo de acción. 
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IV.         ANTECEDENTES 
 
 
 

IV. 1.    Generalidades de las proteasas. 
 

Los procesos fisiológicos esenciales para la supervivencia de los organismos vivos, 

generalmente involucran eventos de biosíntesis, activación y degradación de proteínas. Todos estos 

fenómenos implican la escisión de los enlaces peptídicos de numerosas proteínas y péptidos, reacción 

catalizada por las enzimas proteolíticas, conocidas también como proteasas o proteinasas. Dada su 

importancia en la escisión de los enlaces peptídicos, estas enzimas se encuentran ampliamente 

distribuidas en la naturaleza (Neurath, 1989; Barrett et al., 1998; Tyndall et al., 2005). 

 
Las proteasas pueden clasificarse atendiendo a diversos parámetros, tales como: especificidad 

por el sustrato, modo de acción, mecanismo catalítico, localización intracelular y función en el 

organismo, entre otros. De acuerdo al modo de acción y de forma análoga a otras hidrolasas 

(McNaught, 1997), las proteasas pueden clasificarse en endopeptidasas y exopeptidasas. Las primeras 

son aquellas que llevan a cabo la hidrólisis en el interior de la cadena polipeptídica y las segundas 

hidrolizan los enlaces peptídicos de los extremos amino (aminopeptidasas) o carboxilo 

(carboxipeptidasas) de las proteínas. Según la naturaleza del residuo aminoacídico esencial para la 

catálisis, estas enzimas se clasifican en proteasas de tipo: serino, cisteíno, metalo, aspártico, treonino 

y glutámico (Rawlings et al., 2006; Tyndall et al., 2005). 

El método de clasificación de acuerdo a la especificidad por el sustrato, sigue las 

recomendaciones de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (IUBMB) y se 

expresa por el número EC (del inglés Enzyme Commission number). Las proteasas tienen el código 

EC 3.4.c.d, donde los dígitos 3 y 4 significan que estas enzimas catalizan una reacción del tipo 

hidrólisis y que se escinde un enlace peptídico, respectivamente. En los restantes dígitos: c representa 

la subclase de acuerdo al modo de acción (endopeptidasa o exopeptidasa) y la naturaleza del 
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aminoácido reactivo (serino, cisteíno, metalo o aspártico); y d es un número consecutivo de cada 

enzima dentro de la subclase (Barrett, 1997; Bairoch, 2000).  

De manera general, los sitios de la enzima que acomodan los grupos del sustrato se designan 

como Sn…S2, S1, S1´, S2´…Sn´. Estos se enumeran desde el extremo N hasta el C-terminal, 

donde S1 y S1´ son las regiones más cercanas al enlace hidrolizado (Berger y Schechter, 1967). De 

modo análogo los residuos del sustrato se designan como Pn… P2, P1, P1´, P2´…Pn´ (entre los 

residuos P1 y P1´ se encuentra el enlace hidrolizable) (Barret, 1986) (Figura 1). 

 
 
 
 

 
 
 

Figura 1: Representación esquemática del sitio activo de una proteasa según Schechter y Berger, 1967. El enlace peptídico 
comprendido entre las posiciones P1 y P1’ es escindido por la enzima. En la identificación de la posición P1 son importantes los 
aminoácidos de las posiciones P2, P3 y P4 

 
 
 
 

Sobre la base de la relación secuencia-estructura-función de las proteasas, se propuso una 

clasificación en diferentes familias de acuerdo al valor de identidad de secuencia aminoacídica en la 

región relacionada con la actividad catalítica. Las familias con estructura 3D similar se agrupan 

además en clanes (Barrett, 1986; Barrett et al., 2001). Esta clasificación se encuentra implementada 

en la base de datos MEROPS, actualmente en su versión 9.13 (Rawlings et al., 2014), que se
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encuentra accesible en el sitio de Internet http://merops.sanger.ac.uk, lo que permite una actualización 

periódica de las familias y los clanes. 

Las plantas contienen cientos de genes que codifican proteasas, sus actividades responden a 

diferentes estímulos internos y externos, dentro de los que se encuentran la deshidratación y el 

shock térmico. Además, desempeñan funciones en la regulación de procesos biológicos, entre ellos 

el reconocimiento de patógenos y la inducción de respuestas de defensa contra estos, siendo evidente 

una relación entre la inducción de proteasas y los mecanismos de defensa (Sanmartín et al., 2005). 

Así por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis están codificadas alrededor de 50 familias 

diferentes de proteasas, divididas en 27 Clanes. Entre las familias descritas se han asociado 

numerosas proteasas con posibles funciones en respuestas de defensa, estando mayormente 

representadas en la Clase C (proteasas tipo cisteíno). 

La mayoría de las proteasas tipo cisteíno de plantas conocidas pertenecen a la familia de las 

papaínas (C1) y las legumaínas (C13). Recientemente han sido encontradas en plantas abundantes 

miembros de la familia C14 (proteasas tipo cisteíno similares a caspasas) y de la familia C19 

(ubiquitin proteasa), involucrada en la vía de desubiquitinación de las proteínas en el proteosoma 

(Vierstra, 2003). 

 
 
 

IV. 1. 1. Mecanismo catalítico general de las proteasas tipo cisteíno 
 
 

Las proteasas tipo cisteíno  tienen un mecanismo catalítico común que involucra al grupo SH 

de la cisteína en una tríada catalítica (Cys, His, Asp/Asn). El ataque del nucleófílo al carbono 

carboxílico del enlace peptídico del sustrato lo realiza el grupo SH de la Cys, el cual es previamente 

desprotonado por el anillo imidazol del residuo de His, para generar el potente nucleófilo S¯. La 

orientación correcta del residuo de His se logra por la presencia de los residuos de Asp/Asn. Las 
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proteasas tipo cisteíno tiene un mecanismo de catálisis ácido-base general. El intermediario 

tetraédrico formado en esta reacción se estabiliza mediante puentes de hidrógeno con una Gly en una 

cavidad oxianiónica (Menard, 1992). 

 

La escisión del intermediario ocurre con el correspondiente reordenamiento electrónico y la 

liberación de la amina, mientras que la Cys del centro activo permanece acilada. La desacilación 

comienza con la entrada de una molécula de agua, polarizada por el anillo imidazol de la His, que 

complementa un segundo ataque nucleofílico al grupo carbonilo del enlace tioéter. De la ruptura de 

este nuevo intermediario tetraédico ocurre la liberación del segundo producto de la reacción, para 

completar así el ciclo catalítico (Figura 2) (Otto y Schirmeister, 1997). Evidencias recientes apuntan 

al hecho de que la transferencia protónica durante la acilación y la desacilación son eventos 

concertados y no secuenciales (Lecaille et al., 2002). 

 
 
 
 
 
 

Figura 2: Mecanismo catalítico de las 
proteasas tipo cisteíno. El nucleófilo S- 

ataca al carbono carboxílico del enlace 
peptídico en la posición P1. (Dunn, 
1989).
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IV. 1. 2. Proteasas tipo cisteíno en plantas. 
 
 

Entre todas las proteasas tipo cisteíno de plantas la familia de las papaínas (Clase C1) ha sido 

la más estudiada, quizás por ser las más abundantes. Estas enzimas se caracterizan por tener el sitio 

activo entre dos dominios estructurales y ser sintetizadas como zimógenos. Éstos se distinguen por 

la presencia de una prosecuencia que oscila entre los 38 – 250 aminoácidos, una secuencia señal N – 

terminal y una región de 220 – 260 aminoácidos que constituye la enzima madura donde se localiza 

el sitio catalítico. La activación de estas enzimas ocurre por una proteólisis limitada inter o 

intramolecular (Wiederanders, 2003). Se ha demostrado la especificidad de algunos miembros del 

grupo de las papaínas que escinden preferentemente los enlaces peptídicos con la fenilalanina en la 

posición P2 (Menard y Shutov, 1998) o la arginina en la posición P1 (Fischer et al., 2000). 

 

Por otro lado, las legumaínas (Clase C13) también son sintetizadas como zimógenos y actúan 

hidrolizado los enlaces peptídicos en asparaginas o aspartatos (menos eficientemente), en las 

posiciones P1 (Becker et al., 1995). Sus funciones están asociadas al procesamiento de proteínas de 

las paredes celulares o vacuolares y son activas solo a pH ácido (Müntz et al., 2002). Estas proteasas 

se conocen como Enzimas de Procesamiento Vacuolar (VPE, del inglés Vacuolar Processing 

Enzymes). En Arabidopsis thaliana se agrupan en vacuolas específicas de semillas (βVPE) y de 

órganos vegetativos (γVPE y αVPE) (Kinoshita et al., 1995; Kinoshita et al., 1999). 

El proceso de activación de estas enzimas se produce mediante dos rupturas proteolíticas del 

precursor. La primera ruptura permite desplazar el sitio catalítico propio del propéptido C-terminal, 

el cual es capaz de autoinhibir la actividad de la enzima y, la segunda remover el péptido N- 

terminal que contribuye al plegamiento de la enzima (Grudkowska y Zagdanska, 2004). 

Finalmente, dentro de la clase C14 se ubican las proteasas tipo cisteíno parecidas a las 

caspasas. Estas muestran una alta especificidad por el sustrato, requiriendo un residuo de aspártico
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adyacente al sitio de corte P1. La actividad tipo caspasa en plantas se ha reportado tanto en el 

citosol, como en vacuolas (Korthout et al., 2000). 

 

 
 
 
 
 

IV. 1. 3. Regulación de la expresión génica. 
 
 

La expresión de los genes que codifican para las proteasas tipo cisteíno se relacionan con el 

estadio fisiológico de las plantas, aunque se conoce poco sobre los mecanismos y a los niveles que 

ocurre la regulación. De las familias de las proteasas tipo cisteíno de las que se tiene mayor 

información es de las legumaínas y de ellas se ha descrito en la literatura que se expresan durante la 

maduración de las semillas y la embriogénesis temprana (Grudkowska y Zagdanska, 2004), ante el 

ataque de patógenos que inducen muerte celular programada o durante la senescencia, lo cual podría 

estar regulado a nivel transcripcional. La regulación post-traduccional es otro de las mecanismos 

implicados en el control de las legumaínas, promoviendo la maduración de los zimógenos que son 

procesados en los ambientes ácidos de las vacuolas donde se localizan (Sanmartín et al., 2005). De 

manera general se conoce que la célula puede controlar la actividad proteolítica y por tanto la PCD 

mediante un grupo de inhibidores (Solomon et al., 1999). Entre estos existen dos grandes grupos: 

Los inhibidores de apoptosis (IAPs, del inglés Inhibitors of Apoptosis) y las serpinas (Thornberry y 

Lazebnik, 1998; Vercammen et al., 2006).
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IV. 2. Muerte Celular Programada. 
 
 

En las plantas, así como en los metazoarios, la muerte celular programada constituye un 

mecanismo esencial de su ciclo de vida, involucrada desde la germinación de las semillas hasta la 

producción de éstas, durante la senescencia de las hojas y flores, eliminación de órganos 

reproductores en flores unisexuales, destrucción de la vaina, xilogénesis, formación del parénquima 

y otros procesos (Pennell y Lamb, 1997; van Doorn y Woltering, 2005). Además, la PCD contribuye 

a bloquear la invasión de patógenos biotróficos a través de la respuesta hipersensible, produciéndose 

muerte celular localizada en los sitios de la infección (Jones y Dangl, 2006). El origen de este proceso 

parece ser tan antiguo como el de la primera célula, ya que no se han logrado escindir los procesos de 

homeostasia celular de la maquinaria de muerte celular y además, se han observado componentes del 

mismo tanto en células procarióticas como eucarióticas (Lockshin y Zakeri, 2001). 

 

Existen tres mecanismos básicos de PCD: la apoptosis, necrosis y autofagia. Originalmente, la 

apoptosis fue descrita como un tipo de muerte celular caracterizada por la redondez y reducción del 

tamaño de las células, condensación de la cromatina (picnosis), fragmentación nuclear (cariorrexis), 

la pérdida de asimetría en la composición lipídica de la membrana mostrando un exceso de fosfatidil-

serinas en la membrana externa e invaginaciones de la membrana plasmática hacia el citoplasma 

llevando a la formación de cuerpos apoptóticos que posteriormente son fagocitados por células 

vecinas (Kerr et al., 1972). La necrosis, como muerte celular se caracteriza por el hinchamiento de 

las células (oncosis), dilatación de organelos y una subsecuente ruptura de la membrana 

citoplasmática. Mientras que la autofagia, es definida como la vacuolización del citoplasma, donde 

las vacuolas autofágicas contienen organelos degenerados y componentes del citosol (Festjens et al., 

2006).
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IV. 2. 1 Apoptosis. 
 

El término Apoptosis fue acuñado por Kerr y colaboradores en 1972 y muchas veces ha sido 

usado en la literatura errónea e indistintamente para referirse a muerte celular programada. Estos son 

dos conceptos diferentes ya que la apoptosis es un término descriptivo que hace referencia a procesos 

bioquímicos y cambios morfológicos específicos que se dan durante un evento de muerte celular 

programada, constituyendo la apoptosis una de las tantas formas de PCD, no su equivalente (Kerr et 

al., 1972; Raff, 1992; Vaux, 1993).  

Otro de los problemas afrontado en este campo fue que durante décadas se le dio un carácter 

dicotómico a su estudio, apoptosis vs necrosis (programado vs desordenado), llegando a constituir 

incluso un paradigma para muchos (de Toro, 2006). Sin embargo, nuevas investigaciones han revelado 

una creciente complejidad en éstos y otros nuevos procesos identificados, mostrando incluso cierta 

direccionalidad dentro de eventos de necrosis, los cuales se pensaba eran caóticos. Todos estos nuevos 

estudios han conducido al desarrollo de nuevos conceptos como: Oncosis, Parapoptosis, Catástrofe 

mitótica, Piroptosis, Necroptosis y Mitoptosis (Kroemer et al., 2005) lo que demuestra la diversidad y 

complejidad de los eventos de muerte celular. 

La mecanística del proceso de apoptosis en animales ha sido extensamente estudiada, existen dos 

formas generales de inducción: una extrínseca, donde un receptor de muerte es activado por un ligando 

y otra intrínseca, que involucra la liberación del citocromo c de las mitocondrias (Green y Reed, 1998). 

A grande rasgos, lo primero que ocurre es la permeabilización de la membrana mitocondrial a través de 

la formación controlada del poro Bax/Bcl2, liberando al citoplasma el citocromo c, el Factor de 

Inducción de Apoptosis (FIA), Endo-G, Smac/Diablo y Omi/HtrA2, los cuales dirigen la formación del 

apoptosoma con la consiguiente activación de las caspasas iniciadoras y posteriormente las ejecutoras  
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(Adrain y Martin, 2001; Reape y McCabe, 2010), las cuales al procesar diferentes sustratos específicos 

como la PARP (Poli- ADP-ribosa polimerasa), conducen a la morfología apoptótica antes descrita (del 

Toro, 2006; Crawford y Wells, 2011). 

Las caspasas (cisteín-aspartato proteasas) son sintetizadas como zimógenos y se distinguen por 

su poliespecificidad: una sola caspasa es capaz de reconocer cientos de sustratos diferentes y cortarlos 

con un alto grado de especificidad siempre después de un ácido aspártico. Basados en la estructura total 

y modo de activación, se dividen en dos tipos. El primero lo constituyen las caspasas efectoras (o 

ejecutoras) que son activadas por la separación proteolítica de la subunidad mayor (p20) y menor (p10), 

quedando como enzima activa un heterotetrámero (p20)2(p10)2 con dos sitios activos (Crawford y 

Wells, 2011). 

En el segundo grupo se localizan las caspasas iniciadoras que poseen una prolongación hacia 

el N-terminal, conocida como prodominio (más de 90 aminoácidos). En esta región se localiza 

el/los Dominios de Reclutamiento de Caspasas (CARDs, del inglés Caspase-Recruitment Domains) 

que permiten la interacción con el apoptosoma o el Dominio Efector de Muerte (DED, del inglés 

Death Effector Domain) (Figura 3), el cual permite la interacción con receptores localizados en la 

membrana plasmática (Crawford y Wells, 2011). La estructura hacia la que se recluten las caspasas 

dependerá de la vía de muerte que se haya activado: intrínseca o extrínseca. 

Para las caspasas iniciadoras se han propuesto dos mecanismos de activación, el primero se 

conoce como Activación inducida por proximidad: En este caso están involucradas caspasas asociadas 

a la vía de los receptores de muerte. El mecanismo consiste en la formación de un complejo de 

señalización de membrana el cual recluta, a través de sus proteínas adaptadoras, varias moléculas de 

procaspasas con lo que se aumenta la concentración local de zimógeno. En estas condiciones, la baja 

e intrínseca actividad proteasa de las procaspasas es suficiente para permitir que varias moléculas de 
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proenzima se corten mutuamente mediante cortes intermoleculares y se activen unas a otras (Crawford 

y Wells, 2011).  

El segundo mecanismo se conoce como Activación por asociación con una subunidad 

reguladora: La activación de las caspasas se da por cambios conformacionales favorecidos por 

oligomerizaciones y no por la ruptura proteolítica como sucede en el otro caso (Fuentes-Prior y 

Salvesen, 2007) (Figura 4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Representación esquemática de la arquitectura de las caspasas y metacaspasas. Básicamente están 
constituidos por dos subunidades conservadas, una de mayor peso molecular conocida como p20 y la menor como 
p10. Las caspasas iniciadoras presentan un predominio (CARD) o varios predominios (DED) hacia el amino terminal, 
mientras que las metacaspasas tipo I poseen dominios ricos en prolina o glutamina (PRO), lo que constituye una 
semejanza estructural. En el caso de las ejecutoras y las metacaspasas de tipo II este prodominio no existe y la región 
unidora de las subunidades es mayor. 
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Figura 4: Representación esquemática de las dos vías de inducción de muerte celular programada en una célula. La vía 
intrínseca se induce por daños en el ADN y conduce a la modificación de las mitocondrias liberándose el citocromo 
C, lo que permite el ensamblaje del apoptosoma y activación por cambios conformacionales de un grupo de 
procaspasas iniciadoras. La vía extrínseca depende de señales que son censadas por receptores de muerte, esto 
permite la formación de un complejo donde se reclutan procaspasas que se activan por procesamiento intermolecular. 
Tomado de: Apoptosis and disease: a life or death decision (McFarlane y Williams, 2004). 
 
 
 

Una vez activadas, las caspasas iniciadoras pueden desencadenar una cascada que conduce a 

la activación por proteólisis de los zimógenos de caspasas efectoras. Estas a su vez, actúan sobre 

diferentes sustratos, de tal modo que el resultado final es la típica morfología apoptótica (Kumar, 

2007; Timmar y Salvesen, 2007). Además, se ha comprobado la participación directa de caspasas 

en procesos inflamatorios, de proliferación y diferenciación celulares, por lo que la idea de que la 

actividad caspasa está estrictamente correlacionada con la apoptosis, es incorrecta (Lamkanfi et al., 

2007). 
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IV. 2. 2.   Apoptosis en plantas. 

Durante la PCD en plantas se han observado similitudes con las características apoptóticas 

típicas de animales, como picnosis, cariorrexis, ruptura del ácido desoxirribonucleico 

intranucleosomal, reducción de la célula y formación de cuerpos apoptóticos (van Doorn y Woltering, 

2005). Sin embargo, la fagocitosis de estos cuerpos apoptóticos es un evento que no ocurre en plantas, 

a diferencia de lo que sucede en animales. La existencia de una pared celular constituye una barrera 

física que impide que los cuerpos formados sean absorbidos por las células vecinas. Además, este 

proceso tiene una gran importancia en los animales, ya que al poseer sistema inmune si los 

componentes celulares son vertidos al medio extracelular podrían desencadenar una reacción 

autoinmune con consecuencias no deseadas (Kam, 2000). Las plantas, por el contrario carecen de tal 

sistema, por lo que la pared y la inexistencia de una presión selectiva marcaron a lo largo de la 

evolución una diferencia en el proceso de apoptosis. Se ha planteado que la célula “decide” antes de 

morir lo que sucederá con los cuerpos del tipo apoptóticos, posiblemente mediado por señales como 

etileno, citocininas, auxinas y otros elicitores (Jones, 2001).  

Finalmente, los cuerpos serán procesados dependiendo del patrón de hidrolasas y toxinas que se 

hayan acumulado en las vacuolas antes de la muerte justamente dependiendo de las señales que haya 

recibido la célula. Una vez colapsadas las vacuolas el proceso es irreversible y se sabe que una de las 

primeras señales que detona el proceso es un flujo de iones calcio (Ca2+) (Jones, 2001). Muchos de 

los genes que codifican para estas hidrolasas son comunes a todos los eventos de PCD, mientras que 

otros muestran especificidad de inducción dependiendo del tipo de muerte (Jones, 2001). Esta 

diferencia ha llevado a que muchos autores se refieran al proceso en plantas como muerte celular 

programada del tipo apoptótica para diferenciarla de la apoptosis de animales. 
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Respecto a la mecanística, en plantas se sabe que se produce una permeabilización de la 

membrana mitocondrial con la consiguiente liberación del citocromo c, pero al parecer este no 

interviene en el desensamblaje del núcleo y condensación de la cromatina, sino más bien en alterar la 

cadena transportadora de electrones y contribuir a un aumento en las especies reactivas del oxígeno 

(ROS) lo que conlleva a que se activen las vías de muerte celular (Balk et al., 2003).  

Al no haberse encontrado ortólogos de Blc2 en plantas posiblemente el mecanismo de 

permeabilización sea diferente (Rheape y McCabe, 2010). La proteína endo-G se sabe va al núcleo 

durante la apoptosis en animales, pero no se han encontrado homólogos en plantas hasta el momento, 

en tanto la FIA (flavoproteína con actividad NADH oxidasa) también va a núcleo durante la muerte y 

produce fragmentación del ADN de una manera caspasa-independiente (Susin et al., 1999). En plantas 

se han identificado 5 homólogos cercanos, sin embargo, la ausencia del dominio C-terminal de unión 

al ADN sugiere que no tiene una función pro-apoptótica sino más bien en el metabolismo activo de 

ROS (Yamada et al., 2009). 

El cloroplasto constituye otro punto de diferenciación del proceso respecto a los animales, al 

parecer este orgánulo contribuye a elevar las ROS bajo determinadas señales de estrés, la cual conduce 

a formas de muerte como necrosis (si lo niveles son muy altos de ROS) o a las del tipo apoptótico si 

son menores (Reape y McCabe, 2010), sin embargo, se requiere de más datos para entender 

completamente la relación de éste con los eventos de muerte. 

Uno de los elementos claves para poder establecer similitudes entre la apoptosis en animales y 

plantas lo constituye la identificación de los ortólogos de las caspasas en plantas. No obstante, durante 

mucho tiempo permanecieron elusivas estas enzimas. Se conocía de la existencia de estos ortólogos 

de manera indirecta, pues ya se habían descrito ocho actividades del tipo caspasa en plantas: 

YVADase (Belenghi et al., 2004), DEVDase (Gao et al., 2008), VEIDase (Bosch y Franklin, 2007), 

IETDase (Bosch y Franklin, 2007), VKMDase (Coffeen y Wolpert, 2004), LEHDase (Kim et al.,  
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2003), TATDase (Uren et al., 2000) y LEVDase (Bosch y Franklin, 2007). Estas actividades han 

sido identificadas varias veces, en varias especies y en varios tipos de tejidos, asociadas en varias 

ocasiones a eventos de PCD (Bonneau et al., 2008).  

Por ejemplo, la enzima de procesamiento vacuolar (VPE), la cual posee actividad YVADase y 

es necesaria para el desarrollo de la respuesta hipersensible en plantas de Nicotiana benthamiana 

infectadas con el TMV (Pennell y Lamb, 1997). También se conoce que VPE se acumula en forma 

de zimógeno en la vacuola central lítica, y se activa una vez que esta colapsa desencadenando PCD 

(Bonneau et al., 2008). 

Después de varios años de investigación no fue sino hasta finales del año 2000 y tras haberse 

concluido la secuenciación completa del genoma de Arabidopsis thaliana, que se identificó un 

grupo de 9 genes que codificaban para un grupo de proteínas con cierto grado de identidad con las 

caspasas, las cuales se denominaron Metacaspasas (Familia C14). Estas no solo están presentes en 

plantas, sino también en hongos y protozoos (Uren et al., 2000). 

 
 
 
 
 

IV. 2. 3. Metacaspasas 
 
 

Inicialmente las metacaspasas en Arabidopsis se clasificaron en dos grupos; tipo I, constituido 

por tres miembros (Atmc1 a Atmc3) y tipo II, con seis integrantes (Atmc4 a Atmc9) (Vercammen 

et al., 2004). Las metacaspasas tipo I poseen una región N-terminal cuya extensión oscila entre los 

80 y 120 aminoácidos similar al prodominio presente en las caspasas iniciadoras de mamíferos. Los 

prodominios de las metacaspasas de Arabidopsis son ricos en prolina (Atmc1 y Atmc2) o 

glutamina (Atmc3) y todas contienen posibles estructuras en dedos de zinc, las cuales también han 

sido encontradas en las proteínas LSD1 (del inglés, Lesions Simulating Disease Resistance-1), un 

regulador negativo de la respuesta hipersensible en plantas (van der Hoorn y Jones, 2004). 
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Proteínas similares ricas en dominios dedos de zinc y prolina se han relacionado con 

interacciones citoplasmáticas proteína-proteína y/o uniones al ADN nuclear (Mackay y Crossley et 

al., 1998; Xiao et al., 2000). La presencia de estos prodominios sugiere una posible interacción 

homomérica. Sin embargo, en las dos estructuras cristalográficas de metacaspasas tipo I obtenidas 

hasta la fecha, Yca1 de Saccharomyces cerevisi (Wong et al., 2012) y MC2 de Trypanosoma brucei 

(McLuskey et al., 2012), aparece una inusual octava lámina beta que impide la formación de 

dímeros, por lo que al menos estas dos metacaspasas son monómeros funcionales. Si bien se 

requiere de la estructura cristalina de otras metacaspasas de tipo I y II para sugerir el estado 

monomérico como una característica general y diferencial respecto a las caspasas, no existen hasta 

la fecha informes que indiquen lo contrario. 

Por otro lado, las metacaspasas tipo II carecen del prodominio N-terminal. Estas proteínas se 

relacionan más con las caspasas ejecutoras de animales, las cuales son proteolíticamente activadas 

por caspasas iniciadoras (Vercammen et al., 2007). En un principio se pensó que las metacaspasas 

tipo II podrían ser activadas por las de tipo I, similar a como ocurre con las caspasas. Sin embargo, 

no se ha logrado asociar al prodominio de las de tipo I como estructura necesaria para la agregación 

molecular y además, el procesamiento de las de tipo II, parece ser exclusivamente por cortes 

intramoleculares (Vercammen et al., 2004; Watanabe y Lam, 2011a; Acosta et al., 2014) lo que 

descarta una activación mediada por las de tipo I. 

En ambos tipos de metacaspasas, una región conservada de ~150 aminoácidos pueden 

relacionarse estructural y funcionalmente con la subunidad p20 de las caspasas de mamíferos 

(Earnshaw et al., 1999). Hacia el C-terminal, existe un dominio conservado similar al dominio p10 

de las caspasas.  Entre los dominios p20 y p10, existe una región variable y desordenada que difiere  
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considerablemente en su secuencia aminoacídica. En las metacaspasas de tipo I la región variable o 

lazo tiene una longitud aproximada de 20 aminoácidos, mientras que en las de  tipo II, existe una 

variedad de tallas que abarcan desde los 90 residuos (Atmc9) hasta los 150 residuos aminoacídicos 

(Atmc4 - Atmc8) (Vercammen et al., 2007). En los dos tipos de metacaspasas se presentan hacia el 

dominio p20 un par de histidina/cisteína conservadas con respecto a las caspasas de mamíferos 

(Figura 5) (Vercammen et al., 2004). 

 
 

Figura 5: Representación esquemática de los dominios de caspasas (C) y metacaspasas (MC). Los dominios catalíticos 
están constituidos por dos subunidades, la mayor p20 (rojo) y la menor p10 (verde). La posición de los residuos catalíticos 
conservados de histidina (H) y cisterna (C) están indicados con barras amarillas. El predominio pr esente en las caspasas 
iniciadoras y las metacaspasas tipo I está representado por la barra gris. 

 

Recientemente se identificó un nuevo grupo de metacaspasas (tipo III) en organismos del 

fitoplancton (Choi y Berges, 2013). Estas se caracterizan por un re-arreglo o intercambio de las 

subunidades p20 y p10 (Figura 6). 

 
 

Figura 6: Representación esquemática de la arquitectura de las metacaspasas tipo III.  En este caso l a s dos 
subunidades p20 y p10 están invertidas respecto a las de tipo I y II. No existe prodominio hacia el amino terminal como 
en las de tipo I y la región unidora no es tan variable en longitud como en las de tipo II.
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IV. 2. 3. 1 Propiedades catalíticas de las metacaspasas. 
 
 

Las propiedades catalíticas de las metacaspasas se determinaron a partir de la expresión de 

proteínas recombinantes de Arabidopsis thalinana en E. coli. Se comprobó que las de tipo II se auto 

procesan, adquiriendo actividad biológica al hidrolizar sustratos sintéticos P1(R); excepto que la 

Atmc9 hidroliza además sustratos P1(L), aunque con baja eficiencia (Vercammen et al., 2004; 

Vercammen et al., 2006; Watanabe y Lam, 2005). 

 

En general, el autoprocesamiento que resulta en la activación de las metacaspasas tipo II 

recae en una cisteína catalítica que separa los fragmentos p10 y p20, durante este procesamiento 

puede ser removido una región C-terminal con una longitud comprendida entre 15 y 20 kDa 

(Aravind y Koonin, 2002). Las metacaspasas tipo I de Arabidopsis obtenidas por vía recombinante 

no se auto procesaron, similar a lo que ocurre en las caspasas iniciadoras de mamíferos (Vercammen 

et  al., 2007). Pero a diferencia de las caspasas, no necesitan de oligomerizaciones para ser activadas. 

La especificidad de las proteasas pertenecientes al Clan CD por la posición P1 de los sustratos 

está determinada por la localización de una serie de aminoácidos conservados en la estructura en 

forma de bolsillo S1 localizados en la proteasa madura. En caspasas los residuos, R-179, Q-283 y 

R-341 crean un bolsillo básico para la unión óptima de la región ácida del sustrato P1 (D). Cuando 

varias secuencias de metacaspasas son alineadas con las secuencias de caspasas de animales, se 

aprecia que la Q-283 es remplazada por un D, y la R-341 por D o E, mientras que la R-179 de caspasas 

se alinea con L (Figura 7). Estos residuos son posicionados idealmente para crear un bolsillo 

altamente acídico, capaz de aceptar un residuo básico P1(R/L) (Fuentes-Prior y Salvesen, 2004), lo 

cual constituye una clara diferencia con las caspasas.
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Figura 7: Comparación de la estructura secundaria de la caspasa 8 humana y la metacaspasa 9 de Arabidopsis thaliana. 
A nivel de la estructura secundaria ambas moléculas son prácticamente idénticas. Se observa también cambios de 
aminoácidos básicos en la caspasas por ácidos en las metacaspasas, lo que implica un cambio en el sustrato para ambas 
moléculas. 

 

 
 
 
 
 

Además, existen diferencias en las propiedades enzimáticas dentro de las mismas 

metacaspasas, incluyendo la especificidad por el sustrato y los requerimientos de las condiciones 

de reacción. Por ejemplo, la Atmc9 posee diferentes características cinéticas, incluyendo la 

especificidad por el sustrato, sensibilidad al inhibidor de proteasa y la dependencia del pH, 

comparada con la Atmc4. Se conoce que Atmc9 posee un pH óptimo ácido y es inactiva a pH 7-8, 

rango en el que fluctúa el pH celular. En tanto la Atmc4 está estrechamente relacionada por secuencia 

aminoacídica con Atmc5, la cual posee un pH óptimo neutral, es inactivada a pH ácidos y requiere de 

calcio, al menos in vitro, para ser activa (Bozkov et al., 2005; Watanabe y Lam, 2011b; Zhang y Lam, 

2011; Piszczek et al., 2012). La sobreproducción y el autoprocesamiento de los zimógenos para 

convertirse en proteasas maduras no necesariamente implican la activación de la proteasa, ya que 

otras características como la acidificación del medio donde se encuentre se hacen importantes.
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La identificación de AtSerpin-1 como inhibidor de AtMC9 así como la modificación por S- 

nitrosilación que sufre esta metacaspasa sugiere la existencia de otros mecanismos de regulación. Esta 

modificación se da por la nitrosilación de una cisteína en presencia de óxido nítrico (NO). El óxido 

nítrico es una molécula señalizadora que se localiza en los compartimentos tanto intra como 

intercelulares y es transportado por el xilema (Oashi-Ito et al., 2010). La unión covalente de ON a 

las cisteínas se considera una modificación post-traduccional (Belanghi et al., 2007) y se ha visto 

que la S-nitrosilación de la cisteína 147 de AtMC9 bloquea su autoprocesamiento, en tanto la 

cisteína 29 es “inmune” a este tipo de modificación (Belanghi et al., 2007). 

 
 
 

IV. 2. 3. 2  Similitudes y diferencias entre caspasas y metacaspasas. 
 

Una característica común entre las caspasas y los dos tipos de metacaspasas (las de tipo III no 

han sido estudiadas todavía) es la presencia de una diada catalítica de histidina/cisteína en el sitio 

activo (Cambra et al., 2010). Los modelos 3D así como los análisis de predicción sugieren que 

todos las metacaspasas poseen un plegamiento del tipo caspasa/hemoglobinasa (Aravind y Koonin, 

2002; Barrett y Rawlings, 2001; Vercammen et al., 2004). Las metacaspasas también comparte con 

las caspasas el mecanismo de formación del sitio activo, el cual involucra procesamiento o 

autoprocesamiento (Vercammen et al., 2004; Belanghi et al., 2007; Watanabe y Lam, 2011a; 

Acosta et al., 2014). La forma activa es similar en los dos: p20p10, pero en caspasas son 

heterotetrámeros (p20)2(p10)2, mientras en las metacaspasas, al menos en las de tipo I que se ha 

resuelto la estructura cristalográfica son heterodímeros (Wong et al., 2012; McLuskey et al., 2012) 

y en las de tipo II no está clara la estequiometría aunque es muy probable que también sea 

heterodimérica (Woltering et al., 2002; Vercammen et al., 2004; Acosta et al., 2014).
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Aun cuando estas dos proteasas comparten una estructura secundaria similar, así como una 

diada catalítica y un mismo mecanismo de catálisis, poseen marcadas diferencias que las definen. 

Una de las diferencias más importantes es el aminoácido que es seleccionado y cortado (Bonneau et 

al., 2008). En el caso de las caspasas siempre es un ácido aspártico mientras que en las metacaspasas 

es uno básico, sea lisina o arginina (Vercammen et al., 2004; Watanabe y Lam, 2005; Watanabe y 

Lam, 2011a). Otra gran diferencia es la baja homología de secuencia entre las dos familias (Cambra 

et al., 2010). El requerimiento estricto de calcio para la activación in vitro de varias metacaspasas 

de tipo II además del carácter intramolecular del autoprocesamiento en estas y no así en las caspasas 

constituye otra gran diferencia en el mecanismo de ambas (Bozkov et al., 2005; Watanabe y Lam, 

2011b; Zhang y Lam, 2011; Piszczek et al., 2012; McLuskey et al., 2012; Wong et al., 2012; Acosta 

et al., 2014). Debido a estas diferencias muchos investigadores no consideran a las metacaspasas 

como los ortólogos de las caspasas en plantas (Vercammen et al., 2004; Bonneau et al., 2008). 

 
 
 
 

IV. 2. 3. 3 Papel de las metacaspasas en la muerte celular programada. 
 
 

La primera identificación de genes de metacaspasas relacionados con eventos de PCD proviene 

del estudio de la sobre-expresión del gen yca1 de levadura (Saccharomyces cerevisiae), que codifica 

para una metacaspasa tipo I. Se comprobó que la misma sensibiliza a las células al estrés exógeno o 

el envejecimiento relacionado con al estrés oxidativo (Madeo et al., 2002). Por lo tanto, alteraciones 

que bloqueen las funciones del gen yca1 (Δyca1) disminuyen la sensibilidad al peróxido de hidrógeno 

(H2O2) (Khan et al., 2005), luego en células Δyca1 sometidas a tratamiento con H2O2 la apoptosis 

decrece, lo cual se puede medir por la externalización de fosfatidilserinas (PS) y la fragmentación 

del ADN, genuinos marcadores apoptóticos.  
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En células animales durante la ejecución de algún tipo de PCD, se produce un aumento de los 

niveles de PS en la membrana plasmática, la cual actúa como señal para las células fagocíticas. Sin 

embargo, la función fisiológica de la exposición de PS para levaduras y plantas permanece como 

una interrogante, ya que poseen una rígida pared celular, imposibilitándose el fenómeno de 

fagocitosis (Vercammen et al., 2007). 

 

En un estudio efectuado para determinar si los genes de metacaspasas en plantas están 

relacionados con las funciones de yca1, se emplearon dos metacaspasas de Arabidopsis (atmc1 y 

atmc5), y como controles levadura salvaje y un mutante generado por deleción (Δyca1). La expresión 

inducida de atmc1 y atmc5 en levadura promovió muerte celular por apoptosis de manera 

significativa, tanto del salvaje como del mutante. Estos resultados sugieren una relación funcional 

entre las dos metacaspasas de Arabidopsis con yca1. Se encontró que atmc5 puede reemplazar 

parcialmente la función de yca1 en la mediación de respuestas ante el estrés oxidativo y el 

envejecimiento que inducen la apoptosis en levaduras, aunque la eficacia de la PCD inducida por la 

actividad de atmc5 resulta ser menor que la que se evidenciaron con atmc1 y yca1(Watanabe y Lam, 

2005). 

En el reino de los hongos tanto PaMca1 como PaMca2 son requeridas para el proceso de 

muerte celular asociado a senescencia en Podospora anserina (Hamann et al., 2007). En tanto, la 

única metacaspasa (CAMCA1) de Candida albicans se ha relacionado con la muerte celular inducida 

por estrés oxidativo (Cao et al., 2009). En plantas, uno de los modelos más empleados ha sido 

Picea abies, en la cual mediante ensayos de silenciamiento empleando ARN interferente para el gen 

de la metacaspasa mcII-Pa se logró disminuir la PCD en células del suspensor durante la 

embriogénesis (Suarez et al., 2004). Estudios posteriores mostraron que mcII-Pa es capaz de 

desplazarse del citoplasma al núcleo en células embrionarias indiferenciadas donde promueve la 

degradación del ADN y desensamblaje de la estructura nuclear (Bozhkov et al., 2005). En el caso de  
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Arabidopsis se conoce que la metacaspasa 8 se requiere para la muerte inducida por luz ultravioleta 

(He et al., 2008), en tanto AtMC4 participa en la muerte inducida por tratamiento con una toxina 

fúngica FB1 (Fumonisina B1) (Watanabe y Lam, 2011b); mientras AtMC1 y AtMC2 actúan 

antagónicamente durante la respuesta hipersensible mediada por receptores intracelulares para 

bacterias patogénicas (Coll et al., 2010). En Nicotiana benthamiana, el silenciamiento del gen 

NbMC1, que codifica para una metacaspasa de tipo II, le confiere resistencia a la infección por el 

hongo necrotrófico Colletotrichum destructivum (Hao et al., 2007). 

Además de las evidencias experimentales que relacionan inobjetablemente a las metacaspasas 

con eventos de MCP, también se han relacionado con otros procesos celulares, algunos de los cuales 

se resumen en la Tabla 1. 

 
Tabla 1: Resumen de las diferentes funciones en las que se han identificado a las metacaspasas. S E: sobreexpresión, 
KO: silenciadas, IM: inactivación por mutación. Información recopilada en “Metacaspases” (Tsiatsiani et al., 2011). 
 
 
 

 
Reino 

 
Especie 

Número total 
de genes de 
metacasasas 

Genes con 
función 

fisiológica 
conocida 

 
Método 

 
Función 

 
Referencia 

PROTISTA Leishmania donovani 2 LdMc1 
LdMc2 

SE Regulador positivo en la muerte celular inducida por estrés 
oxidativo. 

Lee et al(37) 

 Leishmania major 1 LmjMCA KO, SE 
SE 

Regulación del ciclo celular. 
Regulador positivo en la muerte celular inducida por estrés 
oxidativo. 

Ambit et al(38) 
Zalila et al (39) 

 Tripanosoma cruzi 2 LcMCA5 SE Regulador positivo en muerte celular inducida en suero 
humano. 

Kosec et al (40) 
PLANTAE Arabidopsis thaliana 9 AtMC8 

AtMC1 
AtMC2 
AtMC4 

KO 
KO, SE, 

IM 
 
 

KO, SE, 
IM 

Requerido para la muerte celular inducida por UV. 
Control antagónico de la muerte celular inducida durante la 
RH. 
Activación de la MCP inducida por la micotoxina FB1 

 

He et al (41) 
Coll et al (42) 

 
Watanabe y Lam (43) 

 Nicotiana benthamiana ? NbMCA1 SGIV Confiere resistencia a hongos necrotróficos Hao et al (44) 
 Picea abies ? McII-Pa RNAi Requerido para la embriogénesis y la MCP Suarez et al (36) 

FUNGI Saccharomyces 
cerevisiae 

1 Yca1 KO, SE 
 
 

KO, SE 
 
 
 

KO 
KO, IM 
KO, IM 

Requerido para la muerte celular inducida por estrés 
oxidativo, sal y osmótico. 
Requerido para la muerte celular inducida por problemas 
en la ubiquitinación, replicación del ADN, estabilidad del 
ARNm y el metabolismo de la mitocondria. 
 
Requerido para la muerte celular inducida por virus. 
Requerida para el aclaración de proteínas agregadas. 
Regulación del ciclo celular. 

Madeo et al (19) 
 

Madeo et al (19) 
 
 
 

Ivanovska y 
Hardwick (45) 

Herker et al (46) 
Palermo et al (47) 
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IV. 2. 3. 4. Modelos propuestos para las metacaspasas. 
 
 

Para tratar de explicar la versatilidad funcional observada en estas proteasas se han formulado 

diferentes hipótesis sobre cómo actúan. Las primeras hipótesis planteaban un mecanismo similar al 

de las caspasas, en el cual las de tipo I deberían funcionar como “moléculas iniciadoras” activándose 

por agregación en respuesta a una señal de muerte (intra o extracelular), mientras que las de tipo II 

serían las “ejecutoras”. Estas serían activadas mediante un corte proteolítico efectuado por las 

iniciadoras (Vercammen et al., 2004; Watanabe y Lam, 2005). 

 

Sin embargo, los niveles de regulación podrían variar dependiendo del tipo de metacaspasa, 

lo que implica que no todas estarían controladas a nivel post-traduccional como en el caso de las 

caspasas. En un ensayo para determinar la acumulación de los diferentes ARN mensajeros de los 

genes de metacaspasas en Arabidopsis, atmc4 mostró los mayores niveles en los diferentes órganos 

vegetales analizados (raíz, hoja, tallo y flores) excepto en sílicuas (Watanabe y Lam, 2011a). Sin 

embargo, bajo estrés oxidativo o estrés generado por la toxina FB1 los niveles pueden aumentar, así 

como el auto procesamiento del zimógeno (Watanabe y Lam, 2011b). Estos resultados sugieren que 

algunos genes de metacaspasas poseen más de un nivel de regulación. 

Otro dato interesante es la estricta dependencia del Ca2+ en la activación enzimática para la 
 

mayoría de las de tipo II, al menos in vitro (Bozkov et al., 2005; Watanabe y Lam, 2011b; Zhang y 

Lam, 2011; Piszczek et al., 2012; McLuskey et al., 2012; Wong et al., 2012; Acosta et al., 2014), 

en tanto las caspasas son independientes de este catión. Todos estos elementos plantean un escenario 

diferente a lo que se pensaba inicialmente respecto al mecanismo de acción. A partir de la información 

disponible, Lam y Zhang en el 2012 proponen un modelo para las metacaspasas, el cual se muestra 

en la Figura 8. Este modelo se basa exclusivamente en una regulación post- traduccional asumiendo 

que las metacaspasas se expresan constitutivamente, lo cual no es estrictamente cierto. Sin embargo,  



Antecedentes 

27 

 

 

 

existen varios elementos interesantes que valen la pena analizar. Primero: plantea un paso de 

activación del zimógeno el cual es mediado in vitro por el calcio mientras que in vivo podrían ser 

especies reactivas de oxígeno, esto debido a que atmc8 es regulado por H2O2 y luz ultravioleta (He 

et al., 2008). Este paso estaría caracterizado por un reordenamiento estructural donde son 

posicionados correctamente los aminoácidos del sitio activo  y además se llevaría a cabo el primer 

corte en las de tipo II. 

 
 

 
 

Figura 8: Modelo de activación post-traduccional de las metacaspasas tipo I y II según Lam y Zhang (2012). Las 
subunidades p10 están representadas con rectángulos pequeños, las p20 con rectángulos más grandes. Las de tipo I son 
activadas enzimáticamente por calcio in vitro pero no se auto procesan, o al menos no es necesario. Mientras que in 
vivo se ha informado de su activación por estrés oxidativo, existiendo un antagonismo en la Atmc1 y 2. La mayoría de 
las de tipo II in vitro son dependientes de calcio para activarse enzimáticamente, aunque también tiene un efecto positivo 
sobre el autoprocesamiento.
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No se conoce si in vivo el calcio podría ser importante para la activación de las mismas, aunque 

no se descarta esta idea dado que los niveles de calcio intracelular se disparan durante numerosos 

eventos de estrés celular (Rentel y Knight, 2004). También podría estar mimetizado el efecto de 

otro “activador” que actualmente no se conoce. 

El segundo paso sería el de la maduración, durante este se siguen produciendo cortes en las 

de tipo II, hasta que quedan inactivadas. Para las de tipo I no se conoce como se produce la 

maduración, si es que esta ocurre. Este paso implica que las metacaspasas exhibirían un 

comportamiento suicida, pues su activación conduciría irreversiblemente a su inactivación. Esto 

podría constituir un mecanismo de autorregulación al disminuir el efecto de las mismas en el 

tiempo. El modelo en si es novedoso y constituye un primer intento de explicar cómo funcionan 

las metacaspasas. 

 
 
 

IV. 2. 3. 5 Filogenia de las metacaspasas. 
 
 

En eucariontes las caspasas están restringidas al genoma de los metazoarios, mientras que las 

metacaspasas están distribuidas en los reinos Protozoos, Hongos, Plantas y Cromistas. En los 

procariontes han sido halladas metacaspasas tanto en Eubacterias como Archaebacterias. Existe la 

hipótesis de que las metacaspasas eucarióticas se originaron a partir de una transferencia horizontal 

de genes (HGT, del inglés Horizontal Gene Transfer) entre los endosimbiontes mitocondriales (α- 

protobacterias) y los eucariontes tempranos (Koonin y Aravind, 2002). 

 

En Protozoos, Hongos y Cromistas solo se han reportado metacaspasas tipo I y III, mientras que 

en plantas, se encuentran los tipos I y II. Es por ello que se han planteado hipótesis alternativas de 

que las caspasas y metacaspasas tipo I provienen de un ancestro común originado por HGT entre los 

endosimbiontes mitocondriales y las células eucariotas hospederas. En tanto las metacaspasas tipo  
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II pueden derivar de un segundo evento de HGT durante el establecimiento de plastidios por 

relaciones de endosimbiosis entre cianobacterias y células eucariotas primitivas (Vercammmen et 

al., 2007). 

 
 
 

IV. 3. Nicotiana tabacum L. como modelo de estudio. 
 
 

Nicotiana tabacum L., conocida comúnmente con el nombre de tabaco es una especie de 

suma importancia en la economía de muchos países. En el caso de países como Cuba, representa el 

principal reglón exportable de la economía y donde numerosos estudios se han dirigido al 

mejoramiento genético de la especie para lograr crear nuevas variedades más resistentes al ataque 

de patógenos que ocasionan daños severos a las hojas que afectan la fotosíntesis y hace que se reduzca 

considerablemente el valor comercial del cultivo. 

 

La continua selección de caracteres comerciales ha conllevado a una pérdida significativa en la 

variabilidad genética y, por consiguiente, al aumento en la susceptibilidad ante diferentes condiciones 

de estrés (Pérez y Montes de Oca, 2000).   En tal sentido, la identificación y caracterización de genes 

relacionados con los mecanismos de respuesta a estrés contituyen una de las líneas de investigación 

priorizadas para contribuir al conocimiento y al mejoramiento genético de los cultivos. 

Por otra parte, este cultivo ha sido históricamente utilizado como modelo para el estudio de 

las estructuras y funciones del genoma, de Bioquímica y Fisiología Vegetal (Greiner et al., 2000), 

Genética Molecular Básica (Zhan et al., 1998), d e  l a  caracterización de herbicidas (Yei Shung 

et al., 2003), l a  obtención de metabolitos secundarios y estudios de organogénesis inducida 

(Arai et al.,1997). Sin embargo, poco se conoce sobre las proteasas del tipo cisteínico dentro de este 

género donde solamente se encuentra un reporte parcial de un gen de una metacaspasa tipo II para 

Nicotiana benthamiana (Hao et al., 2006). 

 



Antecedentes 

30 

 

 

 
 
 
 

IV. 4. Aspectos generales de bioinformática. 
 
 

La bioinformática es un área de investigación multidisciplinaria, la cual puede ser definida, de 

manera general, como la interfase entre dos ciencias: Biología y Computación. La misma utiliza la 

tecnología de la información para organizar, analizar y distribuir información biológica, almacenada 

en bases de datos con la finalidad de responder a preguntas complejas (Durbin et al., 1997). 

 

En la actualidad son muchas las bases de datos disponibles, como son por ejemplo la NCBI (del 

inglés National Center for Biotechnology Information-http://www.ncbi.nlm.nih.gov), EMBL (del 

inglés The European Molecular Biology Laboratory-http://www.embl.org) y EBI (del inglés 

European  Bioinformatics  Institute-http://www.ebi.ac.uk/). Las mismas coleccionan las 

informaciones de secuencia de nucleótidos, de aminoácidos, de proteínas o genomas completos, 

respectivamente (Gusfield, 1997). 

Para buscar la información deseada en las bases de datos existen motores de búsqueda, los 

que funcionan mediante alineamientos de secuencias homólogas y que revelan características 

comunes de estructura y función. Existen dos tipos de alineamientos: el global que incluye toda la 

longitud de la secuencia y el local que incluye el análisis de un fragmento de ella (Eloffsson et al., 

1996). El primer programa buscador desarrollado fue  el FASTA (“Todo rápido”, del inglés FAST- 

ALL), el cual se basa en localizar  relevancia biológica en los alineamientos globales mediante las 

comparaciones exactas entre pequeñas regiones de las secuencias, donde casi cualquier par de 

secuencias homólogas es aceptado mientras tenga regiones pequeñas exactas a la secuencia problema 

(Pearson y Lipman,1988).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.embl.org/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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El BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) es otro método que se emplea 

ampliamente para localizar secuencias con similaridad. El mismo busca secuencias definidas que 

compara con la secuencia problema mediante alineamientos locales. Emplea para su análisis la 

información disponible en bases de datos como NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), entre 
 

otras. Permite identificar genes recién secuenciados, motivos compartidos por una o más familias de 

genes o encontrar genes ortólogos en diferentes organismos (Altschul et al., 1990). 

Para el análisis individual de familias de proteínas el alineamiento múltiple es un método 

criticable debido a que el alineamiento de más de tres secuencias no es confiable. El error se puede 

minimizar utilizando algoritmos que minimicen el alineamiento incorrecto, lo que incrementa el valor 

del alineamiento correcto. El  método más usado para el alineamiento múltiple que utiliza este 

algoritmo es el CLUSTAL, el cual es comúnmente usado en sus variantes CLUSTAW o 

CLUSTALX disponibles en Internet (http://www.ebi.ac.uk/clustalhttp://clustalw.genome.ad.jp/ y 

http://www.bork.emblheidelberg.de/Alignment/alignment.html). El CLUSTAL produce rápidos y 
 

confiables alineamientos para proteínas con secuencias conservadas. Además, mediante 

comparaciones permite modificar la función específica de las proteínas, apoyado en la predicción de 

su función (Thompson et al., 1994). 

Numerosas son las bases de datos y los buscadores, así como la variedad de programas 

bioinformáticos que permiten realizar predicciones a las proteínas a nivel primario, secundario y 

terciario (Mount et al., 2000). Por ejemplo, para estudios de la secuencia primaria de aminoácidos, se 

debe primero traducir la secuencia de nucleótidos a proteína y con este objetivo se utilizan programas 

como TRANSLATE del servidor EXPASY (de sus siglas en inglés: Expert Protein Análisis 

Systems; http://www.expasy.org/tools/dna.html), o TRANSLATE de EBI 

(http://www2.ebi.ac.uk/translate/). Todos brindan seis marcos de lectura diferentes (tres para cadena 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ebi.ac.uk/clustal
http://www.ebi.ac.uk/clustal
http://www.bork.emblheidelberg.de/Alignment/alignment.html
http://www.expasy.org/tools/dna.html
http://www2.ebi.ac.uk/translate/
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molde y tres más para la cadena complementaria) para traducir un fragmento de ADN, según se 
 

empiece por la primera, segunda o tercera base del fragmento de ADN. Solo un marco abierto de 

lectura será el correcto, el que no contenga a lo largo de la secuencia codones de parada, siendo el 

marco abierto de lectura más amplio (Gasteiger et al., 1999). Después de traducida la secuencia de 

nucleótidos se predicen características físico-químico como peso molecular, coeficiente de extinción, 

punto isoeléctrico con programas como el PROTPARAM del Expasy (Gasteiger et al.,2005). 

El análisis de las estructuras secundarias ofrece una pobre predicción de las funciones o 

relaciones de homología entre proteínas por sí sola, ya que la predicción de características 

estructurales no está relacionada directamente con la predicción funcional, pero puede contribuir al 

análisis con métodos de homología de detección basados en la relación estructura-secuencia. No 

obstante, las predicciones de las estructuras secundarias conjugándose con otros métodos adquieren 

un mayor valor (Baxevanis et al., 2001). Los aminoácidos de las estructuras secundarias como α- 

hélices y láminas- tienden a mantenerse conservados, no siendo así en las regiones de lazadas 

donde durante la evolución, las proteínas sufren deleciones o inserciones. De manera general, la 

predicción de las estructuras secundarias permite estimar la distancia correcta en los alineamientos 

de proteínas relacionadas (Mount et al., 2000). 

Por otra parte, el programa JPRED (http://jpred.ebi.ac.uk/), desarrollado por Geoff Barton y 
 

sus colegas en la Universidad de Dundee, constituye un programa consenso que utiliza 

simultáneamente varios métodos para realizar la predicción de la estructura secundaria como: PHD, 

PREDATOR, DSC, NNSSP, ZPRED, MULPRED, JNET, COILS, y MULTICOIL. De forma 

similar, se puede emplear el programa PREDICTPROTEIN desarrollado con el mismo objetivo y 

creado por Burkhard Rost de la Universidad de Columbia (Baxevanis et al., 2001).

http://jpred.ebi.ac.uk/
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Los análisis de características moleculares de proteínas ayudan a predecir el tipo de estructura 

y localización subcelular, que son un complemento en los análisis basados en homología. Existen 

diversos programas que permiten predicciones de características moleculares, como son los posibles 

segmentos transmembrana o, más precisamente, α-hélices transmembranas. Estos programas estiman 

el grado la hidrofobicidad de las cadenas polipeptídicas y muchos de ellos usan determinaciones 

experimentales de segmentos transmembranas, como por ejemplo TMHMM, HMMTOP, y SOSUI 

(Hoffman y Stofeel, 1993). 

Entre los programas para predecir péptidos señales, el SIGNALP es el más empleado 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) y se creó mediante la caracterización experimental de un 

grupo de péptidos señales en eucariontes, bacterias Gram-positivas y Gram- negativas (Nielsen et al., 

1997). Existen otros que predicen secuencias señales que guíen a la proteína hacia compartimentos 

celulares, como mitocondria o cloroplastos, y permiten diferenciar a proteínas citosólicas de las que se 

encuentran en organelos celulares. Ejemplo de ellos son el TARGETP (Emanuelsson et al., 2000), que 

predice si la proteína va a cloroplasto o mitocondria, y el PSORT que además predice localización en 

núcleo, retículo endoplasmático, lisosomas, complejo de Golgi, peroxisomas (Fariselli et al., 2002). 

La reconstrucción evolutiva de los genes y las especies es una importante tarea en la evolución 

molecular y para la cual se han desarrollado programas que predicen las líneas de origen o filogenias 

de los organismos, a fin de construir las relaciones antepasado-descendientes (relaciones evolutivas) 

entre los grupos de organismos vivos y extinguidos. En el contexto molecular estas relaciones se 

infieren a partir de las similitudes y diferencias en las secuencias aminoacídicas o nucleotídicas. Las 

relaciones filogenéticas de genes u organismos son usualmente presentadas en forma de dendograma 

(árbol), que permite entender la ocurrencia de eventos o mecanismos que originaron diversidad en 

los genes y las especies (Tamura et al., 2007). Con este propósito, programas como el BLAST, 

CLUSTALW y MEGA, los cuales tienen insertadas herramientas para otorgar confiabilidad a los  

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP(601).%20Existen
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análisis. Los dendrogramas que se obtienen por estos programas emplean el muestreo Bootstrap  y 

técnicas de re-emplazamiento. Pueden ser construidos por diferentes algoritmos que se pueden 

clasificar en métodos de distancia, parsimonia o el “vecino más próximo” (Swofford et al., 1996; Li, 

1997; Page y Holmes, 1998; Nei y Kumar, 2000). 

Si bien el análisis de la estructura primaria de las proteínas representa el primer paso para la 

caracterización de un producto celular, la predicción de la estructura tridimensional (3D) constituye 

una herramienta de inestimable valor para profundizar en el conocimiento de su función molecular. 

La predicción de la estructura 3D o modelación de las proteínas se realiza fundamentalmente 

mediante dos enfoques. El primero utiliza principios físico-químicos que rigen el plegamiento de las 

proteínas, tales como enlaces por puente de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas, y se conocen 

como métodos ab initio. El segundo enfoque utiliza el conocimiento de la historia evolutiva de las 

proteínas que se obtiene de la comparación de secuencias aminoacídicas homólogas, o alineamiento 

múltiple (Koehl y Levitt, 1999). 

El método de modelación por comparación u homología continúa siendo el más preciso 

(Koehl y Levitt, 1999). Existen varios servicios automáticos de modelación por comparación, 

accesibles en Internet: 3D-JIGSAW (Bates y Sternberg, 1999); SDSC (Shindyalov y Bourne, 

2000); METASERVER (Ginalski et al., 2003) y programas para la visualización de las estructuras 

tridimensionales como el SWISS-PDBVIEWER (Guex y Peitsch, 1997); MODVIEW (Ilyin et al., 

2001). Actualmente, el número de secuencias modeladas es más de dos veces el número de estructuras 

3D determinadas experimentalmente, lo que refuerza la utilidad de los métodos teóricos de predicción 

para contribuir al conocimiento de la función molecular de las proteínas cuya estructura 3D se 

desconoce (Sánchez et al., 2000). 
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V.   MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1.  Material Vegetal. 

Se emplearon semillas de Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum L. de la variedad 

H2.1.1, estas últimas donadas gentilmente por investigadores del Instituto de Investigaciones del 

Tabaco, La Habana, Cuba. Las semillas fueron desinfectadas superficialmente mediante el 

siguiente protocolo: primeramente, se sumergieron en agua destilada por 15 min y luego en alcohol 

70 % (v/v) por 1 min, después se les agregó hipoclorito de sodio comercial (Cloralex) al 50 % por 

15 min y finalmente se lavaron 3 veces con agua destilada. Para garantizar la germinación se 

plantaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) por 15 días en una cámara de crecimiento 

(25ºC/20ºC, 14/10 h ciclo día/noche, intensidad de la luz 150 μmol m-2 s-1). 

Pasado este tiempo, las plántulas se pasaron a macetas rellenas con sustrato Metromix® 702 

(50-60 % corteza de pino fino, 15-25 % musgo de turbera, 10-15 % vermiculita, and 5-15 % perlita) 

colocando una plántula por maceta. Posteriormente fueron trasladadas a un invernadero con 

suficiente agua para garantizar su adecuado desarrollo. Al cabo de 30 días se procedió a generar 

estrés por herida en las hojas durante 24 horas, para luego colectarlas, congelarlas en nitrógeno 

líquido y guardarlas a -70°C hasta su posterior procesamiento. 
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V. 2.  Extracción de ácidos nucleicos. 

V.2.1.  Extracción de ADN genómico. 

Para la extracción del ADN genómico se siguió el protocolo del Bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Se partieron de 0,2 g de hojas molidas de Nicotiana tabacum L. 

en nitrógeno líquido, al cual se le agregó 600 µl de buffer CTAB precalentado a 60°C. A esta 

mezcla se le agregaron 200 µl de PVP (Polivinilpirrolidona) y β-mercaptoetanol y se homogenizó 

por inversión. La fase acuosa se separó por centrifugación a 18,000 g por 5 min. Posteriormente 

se le adicionó 400 µl de cloroformo – isoamilalcohol (24:1), se homogenizó nuevamente y se 

separaron las dos fases centrifugando a 18,000 g por 5 min. La fracción acuosa se transfirió a un 

nuevo eppendorff y se precipitó el ADN agregándole 400 µl de isopropanol e incubándolo por no 

menos de 1 hora a – 20°C. Pasado este tiempo se centrifugó a 18,000 g por 15 min y se resuspendió 

el precipitado en 90 µl de buffer TE (Tris-EDTA). En este paso se trató el ADN con RNasa, 

incubándolo por 1 hora a 37°C, para luego repetir el paso de precipitación. La cuantificación del 

ADN se llevó a cabo mediante un NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.) y la 

integridad del mismo se determinó en un gel de agarosa al 0.8 %. 

 

V.2.2.  Extracción de ARN total. 

El ARN total fue aislado a partir de 100 mg de hojas de tabaco, empleando como reactivo 

principal el Trisol (Invitrogen) y siguiendo el protocolo indicado por el proveedor. La 

cuantificación del ARN se llevó a cabo mediante un NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies, Inc.) y la integridad del mismo se determinó en un gel de agarosa – formaldehído 

al 1 %. 
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V.3.  Generación de la secuencia completa de NtMC1. 

V.3.1.  Secuencia complementaria de NtMC1. 

El ARN obtenido se empleó para generar ADNc mediante transcripción reversa, usando para 

ello a la MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase, Invitrogen) y el oligo 

(dT) 12-18, siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor.  

Para la amplificación del ADNc de metacaspasas se emplearon oligos degenerados (upper: 

CAY TWC WSY GGH CAY GG y lower: CCR CTR TKR CAR GMR TC) previamente descritos 

por Castillo-Olamendi et al. (2007). Las condiciones del PCR fueron: 5 min a 95°C, 30 seg a 95°C,  

30 seg a 50°C, 1 min a 68°C (repetir 40 veces al paso 2), 7 min a 72°C. Los oligos fueron 

empleados a una concentración final de 0.2 µM y se usó una Taq de alta fidelidad (Accuprime Taq 

DNA polymerase High Fidelity, Invitrogen). 

A partir de este PCR se obtuvo un fragmento de aproximadamente 182 pares de base (pb), 

el cual fue clonado en el vector pGEM-T Easy (Promega) y posteriormente secuenciado. La 

secuencia obtenida fue comparada con la base de datos del Centro Nacional de Reportes en 

Biotecnología (NCBI: del inglés National Center for Biotechnology Information) a través de la 

página en línea para efectuar BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Para completar los extremos del ADNc se llevó a cabo la técnica de Rápida Amplificación 

de los Extremos de ADNc (RACE, del inglés: Rapid Amplification of cDNA Ends). Para el 5´-

RACE se emplearon dos cebadores anidados: RACE5-143 (CCG CTG TGG CAT GAG TCA 

GAT AC) y RACE5-N4 (CCA GTT TCA GCT GGA AGT CTA GT) en tanto para el 3´-RACE 

se usó  un simple cebador, NT2B-F282 (GGT GAA GAT GAT GAT ACT GGT TAT GAT G) 

combinado con un oligo (dT).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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V.3.2.  Estructura génica de NtMC1. 

Se realizó un PCR empleando diferentes combinaciones de cebadores: ATTB1 – MS + 

ATTB2 – MS,  D – MET +  ATTB2 – MS,  ATTB1 – MS + R – MET, D – MET + R – MET, 

ATTB1  + ATTB2 – MS, ATTB1 + R – MET, ATTB1 – MS + ATTB2 y D – MET + ATTB2 (ver 

Figura 15). Para ello se partieron de 50 µg de ADN genómico de Nicotiana tabacum L. y se siguió 

el programa: 5 min a 95°C, 30 seg a 95°C, 30 seg a 55°C, 3 min a 68°C (repetir 35 veces al paso 

2),  7 min a 72°C. El producto de la reacción se corrió en un gel de agarosa al 1%. 

Tabla 2: Lista de cebadores empleados para determinar la presencia de intrones en NtMC1. 
 

Cebadores 5’  3’ 

ATTB1 – MS   GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CGT CCC TTG TG 

ATTB2 – MS GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTA ACC ATA CCC AA G 

D – MET  CTA GTA GGA TCT GCT GAA GAA GGT GAT TTC 

R – MET  TGC ATA GCT CTC ATC ATT TTC GTC AAG TTT CTG 

 

 

V.4.  Análisis computacional de la secuencia de NtMC1. 

Todas las bases de dates y programas empleados en el presente estudio se encuentran 

disponibles en Internet. Para la comparación de la secuencia obtenida con la base de datos no 

redundantes del NCBI (NCBI-nr: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) se efectuó un BLAST de posición 

específica iterado. Mientras que para el alineamiento múltiple de secuencias se empleó el programa 

ClustalW2 (Larkin et al., 2007) con la configuración por defecto y las secuencias de metacaspasas 

informadas para otras plantas, la cuales fueron tomadas directamente del GenBank. Las secuencias 

alineadas fueron analizadas y ajustadas manualmente empleando el programa Se-Al v2.0 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/). 
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Para realizar el cálculo de la estructura tridimensional así como un alineamiento estructural-

secuencia, se realizó una búsqueda de moldes compatibles a partir de estructuras conocidas en la 

base de datos de proteínas (PDB, del inglés Protein Data Bank). Se empleó el programa I-TASSER 

(Zhang, 2008) y PHYRE2 (Kelley y Sternberg, 2009). La estructura 3D predicha para NtMC1 fue 

sometida a diferentes pruebas para evaluar la consistencia y fiabilidad del resultado. 

El cumplimiento de las restricciones conformacionales en la estructura primaria se evaluó 

mediante la inspección del mapa de valores Psi/Phi de Ramachandran obtenido mediante el 

programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993). La calidad del empaquetamiento o “foldeo” del 

modelo se determinó por el cálculo de los valores de WHATCHECK Z (Hooft et al., 1996). 

Finalmente, la compatibilidad entre secuencia y estructura fue analizada con el VERIFY-3D 

(Bowie et al., 1991). Todos los programas fueron ejecutados en el servidor de verificación y 

análisis de estructuras al que se puede acceder a través del sitio web UCLA 

(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/). 

 

V.5.  Construcción de plásmidos. 

Se generaron inicialmente dos vectores de entradas con la secuencia codificadora de NtMC1 

fusionada a los epítopos HA (Hemaglutinina) y VSV-G (Glicoproteína del Virus de Estomatitis 

Vesicular) en la región carboxilo terminal. La fusión del gen y el epítopo se realizó mediante PCRs 

anidados. Para NtMC1-HA se efectuaron dos PCRs, empleándose en el primero los oligos ATTB-

1-Met (GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CAT GGC GAA GAA AGC 

AGT ATT AAT C) y HA-MOR-R (CTG GAA CAT CGT ATG GAT AGC ACA CAA AAG 

GAG CGT C) y en el segundo ATTB-1-Met y ATTB2-HA (GGG GAC CAC TTT GTA CAA 

GAA AGC TGG GTC TCA AGC ATA ATC TGG AAC ATC G). Mientras que para NtMC1-
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VSV-G se realizaron tres PCRs, utilizando ATTB-1-Met y NtMC1-VSV-G (C TTA CTT ACC 

AAG TCG GTT CAT TTC GAT ATC CA CAA AAG GAG CGT C),  luego ATTB-1-Met y 

ATTB2p-VSVG (GTA CAA GAA AGC TGG GTC TTA CTT ACC AAG TCG GTT CAT TTC 

GAT ATC) y por último se completaron los extremos con ATTB1 (GGG GAC AAG TTT GTA 

CAA AAA AGC AGG CT) y ATTB2 (GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT).  

El producto de los PCRs fue clonado en el vector pDONRTM/Zeo (Invitrogen) 

empleando la tecnología Gateway (Invitrogen), generando los vectores pENTR-NtMC1-HA y 

pENTR-NtMC1-VSVG. Los cuales fueron empleados para transferir a NtMC1-HA y NtMC1-

VSVG hacia los vectores pEarlyGate103 (fusión a GFP hacia el carboxilo terminal, Curtis y 

Grossniklaus, 2003), pGWB12 (fusión de Flag hacia el amino terminal, Nakawaga et al., 2002), 

pGWB18 (fusión de cMyc hacia el amino terminal, Nakawaga et al., 2002) y pMDC32 (Curtis y 

Grossniklaus, 2003) para la expresión en plantas y pDEST17 (Invitrogen) para la expresión en 

bacteria. 

Para generar los diferentes fragmentos de p20 y p10 se emplearon las siguientes 

combinaciones de cebadoras: p20 – Lk = Flag-MET + ATTB2 - p20-Lk; p20 = Flag-MET + 

ATTB2 - Ter-p20; p10 – L = ATTB1- p10-L + ATTB2 – HA; SLP – p10 = ATTB1- p10-SLP + 

ATTB2 – HA; p10 = ATTB1- p10 + ATTB2 – HA. La secuencia de los mismos se muestra en la 

Tabla 3. 

Tabla 3: Lista de cebadores empleados para generar las diferentes variantes de los fragmentos p20 y p10. 
 

Cebadores 5’  3’ 

Flag-MET GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG ATG GCG AAG AAA GCA G 

ATTB2-p20-Lk GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTA ATG TCA TCT TTG 

ATTB2-Ter-p20 GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTT CAT CCA TGG CCT TC 

ATTB1-p10-L GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CTG GTT TTG GAT TC 

ATTB1-p10-SLP GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CCT TGC CTC TTT CC 

ATTB1-p10 GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA AAC TT G ACG AAA ATG 
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V. 6.  Mutagénesis dirigida. 

Las versiones mutantes de NtMC1: C139V, H86S, D348A, D353A, D25A, D137A, D348R, 

D353R, D348R-D353R, D348A-D353A, R187V, K224A y K270D fueron construida empleando 

el kit QuickChange XL Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). El plásmido pENTR-NtMC1-HA 

fue usado como molde, excepto para el doble mutante de aspárticos donde se empleó pENTR-

NtMC1-D353R-HA o pENTR-NtMC1-D353A-HA. Los oligos empleados se muestran en la Tabla 

4 y se empleó el siguiente programa de PCR: 1: 30seg a 95°C, 2: 30seg a 95°C, 3: 1min a 55°C, 

4: 1min a 68°C (repetir 16 veces al paso 2), 5: 4min a 68°C. 

Tabla 4: Lista de cebadores empleados para generar las diferentes variantes de mutantes puntuales de NtMC1. 
 

Mutagenesis 5’  3’ 

C139V-f CAC AAT TGT ATC CGA CTC AGT GCA CAG CGG CGG CCT CAT TG 

C139V-r CAA TGA GGC CGC CGC TGT GCA CTG AGT CGG ATA CAA TTG TG 

H86S-f ATT CTT TGT TTG TTC ATT ACA GTG GAT CCG GGA CTA GAC TTC CAG CTG 
AAA C 

H86S-r GTT TCA GCT GGA AGT CTA GTC CCG GAT CCA CTG TAA TGA ACA AAC AAA 
GAA T 

D348R-f GTG GGT GCC AAA CGC GCC AAA CAT CTG CAG 

D348R-r CTG CAG ATG TTT GGC GCG TTT GGC ACC CAC 

D353R-f ACG GAC CAA ACA TCT GCA CGA GCT ACC CCT GCA GGC 

D353R-r GCC TGC AGG GGT AGC TCG TGC AGA TGT TTG GTC CGT 

D348A-f GTG GGT GCC AAA CGG CCC AAA CAT CTG CAG A 

D348A-r TCT GCA GAT GTT TGG GCC GTT TGG CAC CCA C 

D353A-f ACC AAA CAT CTG CAG CTG CTA CCC CTG CAG G 

D353A-r CCT GCA GGG GTA GCA GCT GCA GAT GTT TGG T 

K224A-f CCA TGT GAA GAA CGC ATC CTT GCC TCT TTC CAC CC 

K224A-r GGG TGG AAA GAG GCA AGG ATG CGT TCT TCA CAT GG 

R187V-f TGT TGA AGA CGC ATT TGA ATC GAT GGG TAT CCA CAT TCC ACG CC 

R187V-r GGC GTG GAA TGT GGA TAC CCA TCG ATT CAA ATG CGT CTT CAA CA 

K270D-f GTC CTA AGG TGA AGA AAT TCA TGG ACG TCA TTT TCA ACA AAC TAC AGC A 

K270D-r TGC TGT AGT TTG TTG AAA ATG ACG TCC ATG AAT TTC TTC ACC TTA GGA C 
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A partir de los plásmidos generados se transfirió mediante clonaje Gateway, el marco 

abierto de lectura mutado a los vectores destinos pEarlyGate103 (fusión a GFP hacia el carboxilo 

terminal (Curtis y Grossniklaus, 2003), pGWB12 (fusión de Flag hacia el amino terminal, 

Nakawaga et al., 2002), pGWB18 (fusión de cMyc hacia el amino terminal, Nakawaga et al., 

2002) y pMDC32 (Curtis y Grossniklaus, 2003) para la expresión en plantas y pDEST17 

(Invitrogen) para la expresión en bacteria. 

 

V.7.  Inducción en Escherichia coli.  

Los vectores de expresión generados a partir del clonaje en pDEST17 fueron empleados para 

transformar la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen). Una simple colonia fue inoculada en 

1mL de medio Luria-Bertani (LB, Sambrook et al., 1989) suplementado con 100 µg/ml ampicilina 

y 25 µg/ml de cloranfenicol y se creció toda la noche a 37ºC. Treinta microlitros de este cultivo 

fueron agregados a 1.5mL de medio LB fresco y se dejó crecer por 90min a 37ºC. Al cabo de este 

tiempo se agregaron 0.4mM de isopropil-1-thio-β-D-galactopiranosa (IPTG) y se incubó por 

3horas continuas. 

Las células fueron colectadas mediante centrifugación (18,500 g, 4ºC, 5 min), resuspendidas 

en amortiguador STE (Tris 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 5 mM) o 

amortiguador fosfato (KH2PO4 50 mM, NaCl 500 mM, β-mercapto 10 mM, glicerol 10 %) y 

lisadas por sonicación. La fracción soluble fue separada por centrifugación (18,500 g, 24ºC, 10 

min) y almacenada a -80ºC hasta su posterior empleo. 
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V.8.  Expresión transitoria en Nicotiana benthamiana. 

Los derivados recombinantes de pEarlyGate103, pMDC32, pMDC83, pGWB12 y pGWB18 

fueron introducidos mediante electroporación en la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens. 

Las cepas de Agrobacterium fueron crecidas hasta la fase estacionaria a 28ºC en medio LB 

suplementado con 100 µg/ml rifampicina, 100 µg/ml ampicilina, 50 µg/ml kanamicina, y 50 µg/ml 

acetosiringona (Sigma). Las bacterias fueron sedimentadas mediante centrifugación (8200 g, 4ºC, 

15 min) y lavadas con MgCl2 10 mM. Nuevamente se procedió a centrifugar, resuspender las 

bacterias en MgCl2 10 mM suplementado con 150 µg/ml de acetosiringona y ajustar a 0.5 la 

densidad óptica (DO600). 

La suspensión bacteriana se incubó por 3 horas a temperatura ambiente y cada una de las 

construcciones se mezcló con igual volumen de una cepa de A. tumefaciens que portaba el supresor 

viral p19 (Voinnet et al., 2003), tratada de igual forma pero con una DO600 de 1. La mezcla se 

utilizó para infiltrar la parte abaxial de hojas de plantas de N. benthamiana con 3-4 semanas de 

edad. Tres días después se colectó el material para la extracción de proteínas. 

 

V. 9.  Determinación de la actividad enzimática. 

Debido a los problemas para purificar la metacaspasa y que la concentración de proteínas en 

extractos totales no es equivalente a los niveles de NtMC1 y sus derivados, la cantidad de proteína 

empleada para medir la actividad fue ajustada cualitativamente de acuerdo a la señal detectada en 

el Western blot. Los diferentes extractos bacterianos fueron diluidos según correspondiera y 50 µl 

de estas diluciones fueron empleados para determinar la actividad en un volumen final de 500 µl 
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de amortiguador de reacción (50 mM HEPES pH 7.4, 5 mM CaCl2) suplementado con 50 µM del 

sustrato sintético Boc-Gly-Arg-Arg-AMC (Bachem Bioscience). 

Durante ensayos preliminares no se observó diferencia en la actividad de NtMC1 cuando 

se usaban 5 ó 50 mM de CaCl2, por ello se decidió emplear 5mM en todos los ensayos de actividad. 

Las mezclas se incubaron en hielo y alícuotas de 100 µl fueron tomadas cada cierto período de 

tiempo, según correspondiera. La reacción fue detenida por calor 5min a 94C y la liberación de 7-

amino-4-metilcoumarin (AMC) se determinó fluorométricamente (Bio-Rad Versafluor) 

empleando longitudes de excitación y emisión de 360 y 460 nm, respectivamente. Estas muestras 

fueron empleadas posteriormente para análisis en Western blot. 

 

V.10.  Extracción y análisis de proteínas a partir de material vegetal. 

Aproximadamente 100 µl de tejido molido congelado de hojas agroinfiltradas de N. 

benthamiana, fue homogenizado con 200 µl de alguno de los siguientes amortiguadores de 

extracción: 

1. Amortiguador Laemmli 1X: Tris 60 mM pH 6.8, SDS 2 %, glycerol 10 %, 2-

mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0.01 %. 

2. Amortiguador Tris-Igepal: Trsi-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Igepal 0.5 %, glicerol 

10 %, pH=7.5. 

3. Amortiguador Tris-Triton: Trsi-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Triton-100 0.5 %, 

glicerol 10 %, pH=7.5. 

4. Sacarosa: Trsi-HCl 50 mM, MgCl2 1 mM, sacarosa 0.5 M, EDTA 10 mM, DTT 5 

mM. 
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En la extracción con el amortiguador Laemmli, las muestras fueron calentadas a 95C por 

5 minutos. Los extractos de cada amortiguador fueron centrifugados a 18500 g por 5 minutos. En 

el caso de los amortiguadores nativos (Igepal, Triton y sacarosa), se mezclaron en una relación 1:1 

con amortiguador Laemmli y se calentaron por 10 min a 95C. Posteriormente 10 µl del 

sobrenadante se cargó en geles de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmli, 1970) con porcentajes 

entre 8 % - 12 %. 

Las proteínas separadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond-P+ 

(Amersham Pharmacia Biotech) mediante electrotransferencia. Para la detección se empleó 

anticuerpos monoclonales anti-HA (Sigma), anti-VSVG (Sigma) y un policlonal anti-NtMC1 

generado en conejo. Como anticuerpo secundario se empleó un anti-ratón conjugado a fosfatasa 

alcalina (Santa Cruz). Se usaron diluciones 1:5000 para cada anticuerpo y las membranas fueron 

reveladas empleando el kit de fosfatasa alcalina (BCIP/NBT, Invitrogen) 

 

V.11.  Generación de anticuerpos anti-NtMC1. 

La proteína NtMC1 recombinante se sobre-expresó en la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS 

de acuerdo a las indicaciones de Frangioni y Neel (1993). Posteriormente, NtMC1 fue purificada 

a partir de un gel de SDS-PAGE 8.5 % según el protocolo descrito por Scheer y Ryan en el 2001. 

Dos conejos de Nueva Zelandia fueron inmunizados por inyección subcutánea con 100 µg de 

proteína recombinante suspendida en adyuvante de Freud completo (Sigma) cada diez días, tres 

veces. La titulación fue ensayada en la semana 7 y el suero fue recuperado cuando hubo una 

adecuada detección (detección de 1 ng de antígeno con una dilución 1:10,000 del suero completo 

en ensayos de Western blot). 
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V.12.  Purificación de la proteína.  

La presencia de una cola de histidinas (His x6) en el amino terminal de la proteína expresada 

en E. coli permitió realizar un primer paso de purificación mediante cromatografía de afinidad, 

empleando el sistema de purificación Ni-NTA (Invitrogen). Para ello se incubaron 5 mL de 

extractos totales de proteínas con 500 µl de agarosa Ni-NTA toda la noche a - 4°C. Posteriormente 

se empaquetó y lavó la columna con 5 volúmenes de buffer fosfato suplementado con 25 µl de 

imidazol. Luego se procedió a la elución empleando un 1 ml de buffer fosfato con concentraciones 

crecientes de imidazol (100, 150 y 250 µl).  

Para la detección de la proteína se tomaron 10 µl de las fracciones colectadas y se les 

agregó 30 µl de buffer Laemmli 2X, se calentó a 95°C por 5 min y luego fueron corridas en geles 

SDS-PAGE 10%. En los Westerns blot se emplearon como anticuerpos primarios anti-His y anti-

NtMC1 y como secundario, uno acoplado a fosfatasa alcalina. 

En el segundo paso de purificación se llevó a cabo una cromatografía de exclusión de 

peso molecular. Para ello se empleó una columna Superdex-200 (GE Healthcare) y un FPLC 

BioLogic DuoFlow (Bio-Rad). Se inyectaron 100 µl de proteína y se colectaron fracciones de 500 

µl. De estas se tomaron 100 µl y se concentraron las proteínas mediante el método metanol – 

cloroformo (Sauve et al., 1995). El precipitado fue resuspendido en 20 µl de amortiguador 

Laemmli, calentado a 95°C por 5 min y separándolas en geles SDS – PAGE 10%. 
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V.13.  Ensayos de inmunoprecipitación. 

Los vectores pGWB12-NtMC1-HA (I), pGWB12-K224A-HA (II), pGWB18-NtMC1-

VSVG (III) y pGWB18-K224A-VSVG (IV) fueron transformados en la cepa C58C1 de 

Agrobacterium tumefaciens en las combinaciones siguientes: I + III, I + IV, II + IV. Al cabo de 

tres días se colectaron las hojas agroinfiltradas y se procedió a la extracción de proteínas totales 

empleando buffer de sacarosa. Se empleó 1 µl de agarosa acoplada a inmunoglobulina anti – HA 

(Sigma) y se incubó toda la noche a - 20°C con 1 ml de extracto total de proteínas. Al cabo de este 

tiempo se centrifugó la muestra a 12,000 g por 1 min y se lavó el precipitado cuatro veces con 

amortiguador PBS (Amortiguador fosfato salino). Posteriormente se le agregaron 60 µl de 

amortiguador Laemmli, se calentó a 95°C por 3 min y se corrieron 10 µl en un gel SDS-PAGE al 

12%. Para la detección se empleó el anticuerpo monoclonal anti- VSVG (Sigma) y como 

secundario un anti-imunoglobulina acoplado a fosfatasa alcalina. También se emplearon 5 µl de 

extracto total de proteínas a los que se les adicionó 55 µl de amortiguador Laemmli, los cuales se 

calentaron y corrieron de igual forma que las muestras anteriores, pero se reveló con anti-HA 

(Sigma) y un anticuerpo secundario también acoplado a fosfatasa alcalina  

 

V.14.  Secuenciación de la proteína. 

La secuenciación de los péptidos se llevó a cabo en la unidad del secuenciación de proteínas 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM y la metodología empleada fue la siguiente: Las 

muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas con iodoacetamida y 

digerida “in gel” con tripsina. Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS 
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constituido de un cromatógrafo líquido de micro-flujo Accela (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) 

con “spliter” (1/20) y un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San 

Jose, CA) con sistema de ionización tipo nano-electrospray (ESI).  

La calibración del espectrómetro fue realizado con una solución (Calmix) de 10 moléculas 

calibrantes, que permite determinaciones con exactitudes mejores que 5 ppm (partes/millón). En 

el sistema de cromatografía de líquidos se utilizó un sistema gradiente de 10-100% de solvente B 

(acetonitrilo/ácido acético 0.1%) en 120 minutos sobre una columna capilar PicoFrit Proteopep 2 

C18 75 μm ID × 50 mm (New Objective Inc., Woburn, MA). El flujo del sistema LC fue de 400 

nanolitros/minuto. Para la fragmentación de los péptidos se utilizó los métodos de CID (Collision-

Induced Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los iones con 

carga 2+ y 3+ fueron seleccionados para  los eventos de fragmentación. Fueron desconsiderados 

los iones con cargas 1+, superiores a 4+ y de cargas indefinidas.  

Todos los espectros fueron adquiridos en modo de detección positivo. La ejecución y captura 

de los datos de fragmentación fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones 

segundo las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energía de colisión 

normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, tiempo de activación de 40 

milisegundos y tiempo máximo de inyección de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la 

captura automática de los datos fue utilizado la exclusión dinámica de iones: (i) lista de exclusión 

de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusión de 15 segundos y (iii) tiempo de exclusión de 60 

segundos. Los datos espectrométricos fueron sometidos a la búsqueda contra la base de datos del 

NBCInr a través del programa ProteinProspector. 
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VI.    RESULTADOS 

VI. 1.     Identificación de una secuencia de metacaspasa en Nicotiana tabacum L. 

Para identificar nuevas secuencias de metacaspasas se empleó ADNc obtenido de una cinética 

de respuesta a estrés inducida por herida en Nicotiana tabacum L. Se realizó un PCR empleando 

oligos degenerados (upper y lower) diseñados a partir de secuencias de metacaspasas de 

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis). Como resultado se obtuvo una banda de aproximadamente 182 

pb a las 8 horas de inducción. La misma correspondía en talla con una metacaspasa tipo II de 

Arabidopsis. 

El fragmento fue clonado y secuenciado, para luego realizar un alineamiento con la base de 

datos no redundantes del NCBI, el cual mostró una elevada homología de secuencia (97%) con un 

fragmento de metacaspasa tipo II reportada para Nicotiana benthamiana (Hao et al., 2006). A partir 

de este análisis se diseñaron oligos específicos (NT2B-F282 y NT2B-R) para amplificar toda la 

región codificante. Se obtuvo una banda única de aproximadamente 1 Kb, similar en talla a la 

secuencia reportada para N. benthamiana., la que posteriormente fue clonada y secuenciada. El 

BLAST realizado con la nueva secuencia, mostró una homología del 98% con la de N. 

benthamiana, en total se observaron 10 cambios de bases, de los cuales ocho constituyeron 

transiciones.  

Para completar el extremo 5’ del gen se procedió al diseño de oligos degenerados sobre la 

región 5’ UTR así como específicos sobre la región codificadora. Con la combinación RACE5Ntd + 

RACE5-143 se amplificó una banda de aproximadamente 500 pb, lo que permitió la identificación 

de unos 200 pb de la secuencia no traducida del 5’. 

Respecto al extremo 3’ se empleó el oligo específico RACE3-200 y el RACE3-outer (poliT) 

amplificándose dos bandas, de 300 y 500 pb respectivamente. La secuenciación de la banda mayor 

mostró que se correspondía con una anhidrasa carbónica cloroplástica (AF454759), mientras la 

menor coincidía perfectamente con el extremo 3’ de una metacaspasa. 
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El diseño de oligos específicos sobre las regiones 5’ y 3’ permitió obtener la secuencia 

completa del nuevo gen, la cual fue nuevamente comparada con la base de datos del NCBI 

corroborando que se corresponde con la secuencia complementaria de una metacaspasa tipo II, el 

cual nombramos NtMC1 (Nicotiana tabacum Metacaspase-1) y constituye la primera secuencia 

completa de metacaspasa reportada en la literatura para Nicotiana tabacum L. El gen está formado 

por 196 pb de 5’UTR, 1251 pb de ORF y 296 pb del 3’UTR. La secuencia de aminoácidos se 

dedujo a partir del fragmento codificador mediante el empleo del programa TRANSLATE, el cuál 

mostró que el marco abierto de lectura analizado no contenía interrupciones en su traducción hacia 

aminoácidos.  

VI. 2. Caracterización bioinformática de la secuencia obtenida. 
 
VI.2.1. Cálculo de parámetros físicos-químicos. 

Los resultados obtenidos al calcular los parámetros físico-químicos de la proteína deducida 

con el programa PROTPARAM, mostraron que el polipéptido consta de 416 aminoácidos, tiene un 

peso molecular aproximado de 46 kDa y un punto isoeléctrico teórico de 4,83.  

El resto de las variables calculadas se describen a continuación: 

 Número total de residuos cargados negativamente (D + Q): 77 

 Número total de residuos cargados positivamente (R + K): 43 

 Coeficientes de Extinción (CE): Esta proteína no contiene ningún residuo de triptófano 

y la experiencia ha demostrado que esto pueda resultar en más de un 10% de error 

cuando se calcula el CE. Los valores de los mismos se muestran a continuación en 

unidades de M-1cm-1, determinado a 280 nm en agua: 

 CE: 15400, Absorbancia 0,1% (=1 g/l) de 0,337, asumiendo que todos los 

residuos de cisteína forman puentes. 

 CE: 14900, Absorbancia 0,1% (=1 g/l) de 0,326, asumiendo que no todos los 

residuos de cisteína forman puentes. 
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VI. 2. 2. Comparación de la secuencia de aminoácidos deducida con proteínas anotadas 

en bases de datos. 

La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida de Nicotiana tabacum L., con las 

proteínas anotadas en la base de datos no-redundantes de NCBI mediante el programa BLAST 

mostró que posee el mayor porcentaje de identidad (98%) con una metacaspasa tipo II de Nicotiana 

benthamiana (Tabla 5).  Además, se evidenció la presencia de dos dominios conservados hacia los 

extremos amino y carboxilo terminal de peptidasas C14 (Figura 9). 

Tabla 5: Resultados obtenidos a partir de la comparación de la secuencia NtMC1 con las proteínas anotadas en la base 
de datos no redundantes de NCBI mediante el programa BLAST. Columna 1: Identificador en las bases de datos de las 
proteínas; Columna 2: Breve descripción de la proteína; Columna 3: Número de aminoácidos (longitud); Columna 4: 
Porcentaje de identidad en secuencia (%) con respecto a NtMC1; Columna 5: Probabilidad de que la similitud obtenida 
sea al azar y Columna 6: Organismo del que proviene la proteína. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Resultados obtenidos con el programa BLAST, donde se representan esquemáticamente en barras rojas los 
dominios C14 conservados p20 y p10 presentes en NtMC1. 

Identificador Descripción Longitud Identidad (%) Valor-E Organismo 

AAZ39606.1 Metacaspasa tipo II 323aa 98 0.0 Nicotiana benthamiana 

AAM51555.1 Metacaspasa tipo I  409aa 91 0.0 Solanum lycopersicum 

AAD13216.1 Proteína abundante del látex 417aa 75 1,00E-176 Hevea brasiliensis 

ABK95507.1 Función desconocida 416aa 72 2,00E-166 Populus trichocarpa 

NP_178052.1 

Proteína abundante del 
látex, supuesta (AtmC7) / 
familia de las proteínas 
caspasas 418aa 69 1,00E-164  Arabidopsis thaliana 

AAP84710.2 Metacaspasa 7  418aa 69 7,00E-164  Arabidopsis thaliana  

NP_17805.1 

Metacaspasas tipo II (AtmC 

6); endopeptidasa tipo 
cisteínicas 410aa 66 1,00E-158 Arabidopsis thaliana 

ABK24525.1 Función desconocida 418aa 65 1,00E-150 Picea sitchensis 

CAD59226.1 Metacaspasa tipo II 418aa 65 1,00E-149 Picea abies 

EAY76152.1 
Proteína hipotética 
OsI_003999 417aa 62 1,00E-143 Oryza sativa Indica Group 
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Figura 10: Alineamiento de secuencias de metacaspasas de plantas. Las proteínas con similitud con NtMC1 fueron 
identificadas en la base de datos GeneBank. El alineamiento se realizó con el programa ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ clustalw2/index.html) y ajustado manualmente con el programa Se-Al v2.0 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/). La figura fue construida con el programa BoxShade 
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Los aminoácidos del sitio activo están marcados con color rojo, 
los del sitio S1 de magenta y los posibles sitios de procesamiento de azul. Los aminoácidos que fueron mutagenizados 
en este trabajo se muestran sobre el alineamiento. Las líneas magentas muestran las secuencias conservadas que 
incluyen los Asp348 y Asp353 en NtMC1 y contienen el loop-280 de MCA2 de T. brucei y el loop-L3 de Yca1 de 
levadura.  
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El alineamiento múltiple realizado con el programa CLUSTALW 2.0, para comparar las 

secuencias con mayor porcentaje de identidad respecto a NtMC1, permitió identificar los segmentos 

de aminoácidos conservados en las peptidasas de la familia C14 (Figura 10).  Entre estas regiones 

se pudieron identificar la histidina y cisteína conservadas del sitio activo del dominio p20, 

localizadas en las posiciones 86 y 139 respectivamente. 

 

VI. 2. 3.    Determinación de las relaciones filogenéticas. 
 
Para determinar las relaciones filogenéticas de NtMC1 con peptidasas de la familia C14, se 

tuvieron en cuenta las de mayor porcentaje de identidad, las nueve metacaspasas informadas para 

Arabidopsis thaliana y dos caspasas de animales, cuyos datos se muestran en la tabla 6.  

El dendrograma construido con el programa MEGA 4.0 se muestra en la figura 11.  El mismo 

permite formar tres grupos: en el grupo I aparecen NtMC1, M2, M1, M3, M10, M9; en el grupo II 

se asocian A4, A5, A6, A7, A8, A9, A3, A1, pertenecientes a Arabidopsis thaliana y por último 

aparece el grupo III, que incluye a las dos caspasas de animales C8 y C9. El 96% de las 

simulaciones coinciden en que NtMC1 se agrupa en una misma rama con M2, ambas metacaspasas 

tipo II del género Nicotiana, a su vez, M1 se relaciona en el 75% de las simulaciones con estas 

metacaspasas aun perteneciendo al tipo I.  
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Tabla 6: Datos de las secuencias de aminoácidos utilizadas para determinar las relaciones filogenéticas de NtMC1 con 
peptidasas de la familia C14. Columna 1: Código utilizado para su identificación en el dendrograma; Columna 2: 
Identificador en base de datos; Columna 3: Breve descripción de la proteína; Columna 4: Organismo al cual pertenece. 
 

Proteína Identificador Descripción  Organismo 

A1 At1g02170 metacaspasa 1 Arabidopsis thaliana 

A2 Atg425110 metacaspasa 2 Arabidopsis thaliana 

A3 At5g64240 metacaspasa 3 Arabidopsis thaliana 

A4 At1g79340 metacaspasa 4 Arabidopsis thaliana 

A5 At1g79330 metacaspasa 5 Arabidopsis thaliana 

A6 At1g79320 metacaspasa 6 Arabidopsis thaliana 

A7 At1g79310 metacaspasa 7 Arabidopsis thaliana 

A8 At1g16420 metacaspasa 8 Arabidopsis thaliana 

A9 At5g04200 metacaspasa 9 Arabidopsis thaliana 

C8 AAD24962 Caspasa 8 Homo sapiens 

C9 BAA82697 Caspasa 9 Homo sapiens 

M1 AAM51555.1 Metacaspasa tipo I  Solanum lycopersicum 

M2 AAZ39606 Metacaspasa tipo II Nicotiana benthamiana 

M3 

AAD13216.1 

Proteína abundante del 

látex Hevea brasiliensis 

M9 CAD59226 Meatcaspasa tipo II Picea abies 

M10 EAY76152.1 Proteína hipotética OsI_ Oryza sativa Indica 

. 
 
 

            

             

Figura 11: Dendrograma de las peptidasas de la familia C14 y de las secuencias similares a NtMC1. Los números 
representan los valores de Bootstrap calculados con el programa Mega versión 4.0 (Tamura et al., 2007). Recuadro 
Rojo: Grupo I, Azul: Grupo II, Verde: Grupo III. 
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VI. 2. 4.     Cálculo de la estructura tridimensional de la proteína deducida. 

La predicción de la estructura secundaria de NtMC1 se muestra en la Figura 12. El programa 

JPRED empleado para el análisis, genera un modelo consenso en base a la predicción realizada por 

varios algoritmos que permitieron incrementar la calidad del alineamiento múltiple de secuencias 

obtenido anteriormente. 

Por otra parte, para predecir la estructura 3D de NtMC1 primero se identificaron las proteínas 

que podrían ser empleadas como moldes, mediante el programa consenso METASERVER. Como 

resultado se obtuvo que la proteína Gsu0716, aislada de la bacteria Geobacter sulfurreducens 

(Código PDB: 3bij_A), mostraba la mayor puntuación consenso del programa (Jscore=126.67). 

Esta estructura molde permite calcular el modelo 3D de 150 aminoácidos del extremo amino 

(subunidad p20) y 90 aminoácidos del extremo carboxílico (subunidad p10) del dominio catalítico 

de NtMC1. Gsu0716 es una proteína cristalizada y obtenida mediante genómica estructural, pero de 

la cual se desconoce su función.  

Este programa brindó, además del modelo de estructura 3D, el alineamiento correspondiente 

entre la secuencia de aminoácidos de NtMC1 con las 20 secuencias de mayor puntuación consenso 

predichas (Figura 12), e incluye también la información de las estructuras secundarias predichas.  

 

Figura 12: Resultados alineamiento de proteínas obtenido mediante el programa METASERVER. Se muestra un 
fragmento de METAIINT (NtMC1) y los 20 modelos de mayor puntuación (indicadas por su código en PDB), 
correspondiente con el dominio catalítico de las caspasas. En líneas discontinuas se destacan los residuos catalíticos 
histidina y cisteína.   

 



                                                                                                                                              Resultados 

 59 

En la figura 13 se muestra el modelo 3D del dominio catalítico de los primeros 150 

aminoácidos de la subunidad p20 y de los 90 aminoácidos del p10.   
 
 
 
 
 
 
                         
A                                                                                            B  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 13: Modelo 3D de las subunidades p20 y p10 obtenidas con el METASERVER y el JPRED. A: subunidad p10; 
B: subunidad p20 en la cual se observan diferentes aminoácidos del sitio activo entre ellos Asp25, Asp137, Asp348, 
Asp353, C139 y H86. En las figuras aparecen superpuesto el molde empleado y la nueva estructura generada. 
 

 

El modelo muestra a la histidina 86 y la cisteína 139 muy próximas en lo que sería el 

sitio activo, coincidiendo con lo informado en la literatura. Sin embargo, el aspártico 348 que 

debería participar en la coordinación del sustrato aparece demasiado alejado del sitio, en su lugar 

aparece el 353, lo que podría constituir una diferencia con las otras metacaspasas. 

Para reforzar los datos in silico se recalculó la estructura 3D con el programa Phyre 2, el 

cual cuenta con una base de datos más actualizada donde se incluyen las dos únicas estructuras 

cristalográficas de metacaspasas que han sido resueltas hasta la fecha, la MCA2 de Trypanosoma 

brucei (McLucksley et al., 2012) y la YCA1 de levadura (Wong et al., 2012). Curiosamente el 

molde que sigue siendo más adecuando es el de Geobacter sulfureducens, aunque también 

aparecen los de las metacaspasas con un alto puntaje. El modelo obtenido se muestra en la figura 

14 y es consistente con el anterior, confirmando la cercanía del D353 a la diada catalítica y 

ubicando más alejado al D348. 
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Figura 14: Modelo 3D obtenido de las subunidades p20 y p10 mediante el software Phyre 2 y empleando como 
molde a las dos estructuras de metacaspasas cristalizadas (MCA2 y YCA1) así como a Gsu0716 de Geobacter 
sulfureducens. Este modelo es congruente con el obtenido anteriormente. 
 

 
 
VI. 2. 5. Predicción de sitios de fosforilación. 
 

Los resultados de la predicción de sitios potenciales de fosforilación en NtMC1 mediante el 

programa NETPHOSK 1.0, evidenciaron un total 44 residuos potenciales de fosforilación con un 

rango de probabilidades que osciló entre 0,51 y 0,81. De estos, los que mostraron valores por 

encima de 0,6 se muestran en la Tabla 7.  Sin embargo, hasta el momento no existen estudios de 

modificaciones post-traduccionales de fosforilaciones y/o glicosilaciones en las metacaspasas. 

VI. 2. 6. Predicción de sitios de O-glicosilaciones. 

Al analizar los posibles sitios de O-glicosilaciones en la secuencia NtMC1 mediante el 

programa OGPET versión1.0 (OGPET 1.0), no se encontraron evidencias de la presencia de estos 

sitios en la proteína. 
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Tabla 7: Resultados de NetPhosK 1.0 realizado a la secuencia de aminoácidos de NtMC1. 

Residuo que se analiza/ 
representa la posición del 

residuo 

Predicción de la quinasa (por 
encima del umbral, por defecto 

0,500) 

Resultado de salida 
(valor en el rango [0.000-

1.000]) 
T-387 Proteína Kinasa C (PKC) 0.81 
S-225 Proteína Kinasa A (PKA) 0.71 
T-100 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.66 
S-204 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.65 
S-208 Proteína Kinasa A (PKA) 0.65 
T-252 Proteína Kinasa A (PKA) 0.64 

Y-398 
Factor de Crecimiento Epidérmico 

(EGFR) 0.64 
S-31 Proteína Kinasa A (PKA) 0.63 
S-209 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.63 
T-213 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.63 
T-94 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.62 
T-115 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.62 
T-381 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.61 
S-72 Caseína kinasa 2 (CK2) 0.6 
S-136 Proteína Kinasa C (PKC) 0.6 

 

 

VI. 3. Análisis de la estructura génica. 

Para conocer la estructura del gen (número de intrones y exones) se realizaron diferentes 

PCRs sobre ADN genómico de N. tabacum L. Para ello se emplearon diferentes combinaciones 

de oligos, tal como se muestra en la Figura 15. Como control positivo se usó un plásmido en el 

que se clonó el gen obtenido a partir de ADNc.  

 
Figura 15: Esquema de las combinaciones de cebadores empleados para determinar la presencia de intrones en el 
gen de NtMC1 y las tallas esperadas. 

 

Una eficiente amplificación fue observada en el control positivo no así en la muestra 

genómica (Figura 16). No obstante, la presencia de una banda definida de aproximadamente 1.10 
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Kb en ambas muestras, sugiere una ausencia de intrones en el genómico ya que se corresponde en 

talla con el gen completo obtenido a partir de ADNc.  

 

Figura 16: Resultados de las electroforesis de los productos del PCR en geles de agarosa al 1%. A la izquierda los 
resultados obtenidos sobre ADN genómico de Nicotiana tabacum L. A la derecha los efectuados sobre ADNc de 
NtMC1 clonado en el vector pMDC32. Al comparar ambos resultados se observa el gen completo de ADNc coincide 
con el genómico lo que sugiere ausencia de intrones.   

 

 

 

VI. 4.  Caracterización bioquímica de la proteína. 

VI. 4. 1.  Confirmación experimental de las predicciones bioinformáticas. 

VI. 4. 1. 2.  Aminoácidos del sitio activo y sitios de corte. 

Para confirmar las predicciones hechas in sílico sobre el procesamiento nos apoyamos en dos 

modelos que habían sido reportados en la literatura. El primero está asociado a la metacaspasa mcII-

Pa de Picea abies, la cual se autoprocesa en la arginina 188 y la lisina 269, liberando las 

subunidades p20 y p10, similar a como ocurre en las caspasas, permitiendo la interacción entre estas 

subunidades y la formación de un complejo activo (Bozhkov et al., 2005). En el segundo caso se 

aborda a la AtMC4 de Arabidopsis, en la cual se da solo un corte en la lisina 225 localizada en la 

región unidora o “linker” (Watanabe y Lam, 2011a), tal como se muestra en la Figura 17.  
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Figura 17: Representación esquemática de la proteína NtMC1, donde están señalados los principales aminoácidos del 
sitio activo, así como los posibles sitios de procesamiento, entre paréntesis se han señalado los aminoácidos por los que 
se cambiaron para analizar la función de estos sitios (mutantes puntuales). También están representados los dos modelos 
de procesamiento que se han reportado en la literatura para las metacaspasas tipo II. A la izquierda para mcII-Pa 
(Bozhkov, 2005) y a la derecha AtMC4 (Watanabe y Lam, 2011) 

 

 

El primer modelo que intentamos corroborar fue el Picea abies y para ello generamos 

diferentes construcciones con mutaciones puntuales en la H86(S), C139(V) y los posibles sitios de 

corte en la arginina 187(V) y lisina 270(D), equivalentes a la R188 y K269 de mcII-Pa. Estas fueron 

sobre-expresadas tanto en bacterias como en plantas, el esquema de la construcción y los resultados 

obtenido en bacterias se muestra en la Figura 18. En ambos Westerns se identificó una banda a la 

altura de 60 kDa que se corresponde con el zimógeno. Empleando anti-HA se observó una banda a 

la altura de 29 kDa y 17 kDa en la forma silvestre, así como en los mutantes R187V y K270D, pero 

no en las mutantes C139V y H86S. En el caso de anti-His las bandas se observaron a la altura de 50 

y 37 kDa aproximadamente, relacionándose con los fragmentos que se generan con la subunidad 

p20. 
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Figura 18: Resultados de una cinética de sobrexpresión en E. coli de NtMC1 fusionada a los epítopos HA e His. Los 
Western blots se realizaron con extractos totales de proteína. (A) Revelado empleando anti-HA para determinar los 
fragmentos del p10 de NtMC1. (B) Revelado empleando anti-His para observar los fragmentos del p20. La 
electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 5 réplicas. 
 

 
 

Para la expresión en plantas se analizaron construcciones con fusiones de NtMC1 a los 

epítopos HA y GFP. Se probaron también dos sueros de anticuerpos policlonales anti-metacaspasa 

obtenidos en conejos (Suero 7 y 8). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19, donde se 

puede apreciar procesamiento de la forma silvestre y los mutantes K270D y R187V, pero no de 

C138V y H86S. Estos resultados coinciden con los de inducción en E. coli analizados 

anteriormente. Tanto el suero 7 como el 8 resultaron eficientes en la detección de la metacaspasa y 

A 

HHAA 

50 kDa 

  

B 
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sus formas procesadas, por ello decidimos solo usar el 8 durante el presente trabajo y lo nombramos 

como α-met o anti-NtMC1.  

 
 
 

 
 
                                                                            
Figura 19: Resultados de la expresión transitoria de NtMC1 en hojas de Nicotiana benthamiana. (A) Resultado del 
western de la expresión de NtMC1-HA y revelado con anti-HA y dos sueros de anti-NtMC1 donde 1: Control negativo, 
2: Proteína silvestre, 3: Mutante C139V y 4: Mutante H86S. (B) Western blot de la expresión transitoria de NtMC1 
fusionada a GFP, se reveló mediante anti-GFP y se analizaron además los diferentes mutantes de sitio de corte. La 
electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 5 réplicas. 
 

 

El procesamiento similar encontrado en la forma silvestre NtMC1 respecto a los mutantes 

K270D y R187V sugiere que estos no constituyen sitios primarios de corte, tal como ocurre para 

mcII-Pa (Bozhkov et al., 2004). Por ello se decidió analizar el segundo modelo propuesto en 

Arabidopsis, donde solo existe un sitio de corte en la lisina 225 localizada en la región unidora. 

Esta lisina corresponde a una lisina en posición 224 en NtMC1, tal como se muestra en el 

alineamiento de la Figura 20.  

A 

B 
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Figura 20: Resultado del alineamiento múltiple de la región de NtMC1 que contiene los posibles sitios de corte R187 y 
K224 con las secuencias de AtMC4, AtMC9 y mcII-Pa. 

 

 

Se generó un nuevo mutante puntual de la K224 por alanina (K224A) al cual se le agregó el 

epítopo HA y se sobre-expresó transitoriamente en plantas de Nicotiana benthamiana. Se 

realizaron tres réplicas y los extractos totales de proteínas fueron analizados en Western blots (α-

met y α-HA). El α-met no permitió identificar si el zimógeno se procesaba debido a la presencia 

de numerosas bandas inespecíficas tal como se muestra en la Figura 21. Sin embargo, en el α-HA 

se observó una banda a la altura de los 60 kDa, la cual coincide con la observada anteriormente 

(Figuras 18 y 19) y que se corresponde con la forma de zimógeno. Este resultado sugiere que la 

lisina 224 constituye el sitio primario de procesamiento para NtMC1, similar a lo que ocurre con 

K225 para AtMC4 (Watanabe y Lam, 2011a).  

 

                           

 
 
Figura 21: Resultado del Western blot realizado de 3 extractos totales de proteínas obtenidos de hojas de Nicotiana 
benthamiana en las que se expresó de manera transitoria al mutante en la lisina 224. En el mismo P1, P2 y P3 
representan tres réplicas y fue revelado empleando anticuerpos anti-NtMC1 y anti-HA. La electroforesis se realizó en 
geles SDS-PAGE al 12 %. y se realizaron 3 réplicas. 
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Los resultados obtenidos indican que el sitio activo en NtMC1 estaría formado por la C139 

y la H86, mientras la K224 constituye un sitio primario de procesamiento. Sin embargo, además 

de estos aminoácidos, el bolsillo catalítico ha de poseer varios aspárticos para coordinar los 

sustratos básicos. Como se mencionó anteriormente, el D348 queda demasiado alejado del sitio 

S1 en nuestro modelo, no así el D353. Para contrastar los datos in sílico se diseñaron tres 

mutantes puntuales cambiando los aspárticos por argininas: D348R, D353R y DDRR (doble 

mutante). Los resultados obtenidos de la sobrexpresión transitoria en Nicotiana benthamiana se 

muestran en la Figura 22. 

                    

 
Figura 22: Resultado del Western blot efectuado a partir de extractos totales de proteínas obtenidos de hojas de 
Nicotiana benthamiana en las que se expresó de manera transitoria las diferentes versiones mutantes de NtMC1. La 
identificación se realizó empleando anti-HA. La electroforesis se realizó en geles SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 5 
réplicas. 
  

 

Tanto el D348R como D353R se procesan de manera similar a la forma silvestre, mientras 

que en el doble mutante se abate el procesamiento. Este resultado sugiere que ambos aspárticos 

pueden participar en la coordinación del sustrato básico, pero es necesario que al menos uno de 

ellos esté presente para que sea funcional el sitio activo. Este resultado constituye la primera 

evidencia experimental para las metacaspasas de que el sitio S1 está formado por aminoácidos de 

las subunidades p20 y p10. Los aspárticos D25 y D137 también se han reportado como parte del 

sitio activo, pero su importancia será abordada posteriormente cuando se analice la actividad de la 
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enzima. El resto de los mutantes analizados mostraron el mismo comportamiento de los ensayos 

anteriores, confirmando que R187 y K270 no constituyen sitios de procesamiento para NtMC1 

pero si la K224. 

 

VI. 4. 1. 3. Identificación de fragmentos generados por el procesamiento. 

Si K224 constituyese el único sitio de corte, se deberían generar solo dos fragmentos a partir 

del zimógeno: p20-K224 y SLP-p10. Para investigar la posibilidad de que R187 y K270 funcionen 

como sitios secundarios de procesamiento se generaron diferentes construcciones con las posibles 

combinaciones de fragmentos generados a partir de los tres sitios de corte (Figura 23). Estas fueron 

expresadas tanto en plantas como en bacterias y los resultados se muestran en las Figuras 24 y 25.     

 

 
 
Figura 23: Representación esquemática de las diferentes construcciones obtenidas con el objetivo de determinar los 
sitios de procesamiento de NtMC1 tanto en bacterias como en plantas. 

 

La expresión en bacterias mostró a nivel de Western blot una banda de aproximadamente 20 

kDa para el fragmento p10, 40 kDa para L-p10 y una de 30 kDa para SLP-p10 tanto en α-HA 

como α-Met. La banda correspondiente a p20 aparece a la altura de 28 kDa mientras p20-K lo 

hace a 35 kDa. La forma silvestre mostró el mismo patrón de ensayos anteriores. El fragmento 

generado del procesamiento en NtMC1 se corresponde en tamaño con p20 en ambos Westerns, sin 

embargo, el epítopo HA se localiza en el carboxilo terminal del p10 y NtMC1 fue revelado con 

este anticuerpo, por lo que no es posible observar el p20 generado del corte en el zimógeno. 
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El ligero desplazamiento hacia arriba del fragmento SLP-p10 respecto a la banda de 29 kDa 

de la silvestre se puede explicar por la ganancia de diferentes aminoácidos durante la generación 

de la construcción, entre ellos la cola de histidinas (His) que posee el vector de expresión en 

bacterias y los aminoácidos que se generan del sitio de recombinación attB1 producto del proceso 

de clonación. Esta explicación está en congruencia con lo observado en la expresión en plantas 

(Figura 25) donde la construcción no lleva las histidinas y el fragmento SLP-p10 coincide en 

tamaño con el generado a partir del zimógeno. 

Para los fragmentos p20, si bien en el Western α-met de extractos bacterias no se aprecia una 

banda intensa y diferencial, si se observa una a los 36 kDa que parece corresponder con p20-K. 

Esta misma banda se observa en el Western anti-His de la Figura 18, pero no se aprecia una banda 

que se corresponda con la subunidad p20. En el caso de plantas no fue posible identificar los 

fragmentos p20 mediante el epítopo Flag localizado en el amino terminal, posiblemente porque se 

está eliminando. Remoción de fragmentos del amino terminal fueron observados en ensayos in 

vitro (Figura 41). 

                   

 
Figura 24: Resultado del Western blot a partir de extractos de proteínas totales de E.coli donde se sobre-expresaron los 
diferentes fragmentos de NtMC1.  En el mismo se aprecian las  diferentes bandas que corresponden con 
las diferentes construcciones, e l ligero incremento de SLP-p10 respecto al que se genera en la 
forma silvestre se debe a la adición en el N-terminal  de una cola de histidina  y otro grupo de 
aminoácidos. La electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 3 réplicas 
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Figura 25: Resultado del Western a partir de extracto de proteínas totales obtenido de hojas de Nicotiana 
benthamiana.  en las que se expresó de manera transitoria los diferentes fragmentos de NtMC1. En el 
mismo se aprecian las diferentes bandas que se corresponden con las diferentes construcciones, en 
este caso coincide el fragmento SLP -p10 recombinante  con el que se genera a partir  del zimógeno . 
La electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12% y se realizaron 3 réplicas 
 

 
 

VI. 4. 1. 4. Actividad del fragmento SLP-p10. 

Durante los ensayos de expresión inesperadamente encontramos que el fragmento SLP-p10 

posee un marcado efecto lítico sobre E. coli, tal como se muestra en la Figura 26. 

 

 
Figura 26: Resultados obtenidos al sobre-expresar el fragmento SLP-p10 en E. coli. A la izquierda se encuentra 
graficado el crecimiento bacteriano (medido a partir de la densidad óptica a 600 nm) a partir del punto en que se 
induce la expresión de la RNA polimerasa T7 aplicando IPTG. A la derecha resultado del Western blot donde se 
aprecia la acumulación del SLP-p10 a las 2 horas post-inducción revelando con anti-NtMC1. La electroforesis se 
realizó en SDS-PAGE al 12 %. y se realizaron 5 réplicas. Las flechas indican el fragmento SLP-p10. 
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A la hora post-inducción el cultivo mostró una drástica reducción de la DO (Densidad 

Óptica), sin que se observara una posterior recuperación. Resulta también interesante que a nivel 

de Western solo fue posible identificar al fragmento SLP-p10 a las 2h post inducción (Figura 26).  

Para conocer si al lisarse las células se liberaba al medio los fragmentos SLP-p10, 

contribuyendo así a la lisis de más células y actuado como una cascada de amplificación se 

tomaron muestras a diferentes tiempos tanto de la fracción celular como del medio de cultivo. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 27.  

A nivel de western se detectó el péptido en las fracciones celulares, cuyos niveles aumentan 

respecto al tiempo. Sin embargo, en la fracción extracelular solo a las 2 horas se alcanza a 

detectar una pequeña cantidad de proteína. ¿Cómo entender entonces que en el tiempo de mayor 

lisis (1 hora) no se detecte casi proteína?   

Para dar una respuesta satisfactoria se necesitaría más datos experimentales. Sin embargo, 

se podría pensar solo a bajas concentraciones del fragmento SLP-p10 tendría un efecto lítico y 

cuando aumenta su concentración se formarían complejos inactivos. También sería interesante 

conocer como un grupo de bacterias logra seguir creciendo y sobre-expresando el péptido. 

 

 

Figura 27: Resultados del Coomassie y Western blot 
(revelado con anti-NtMC1) a partir del precipitado y 
sobrenadante obtenidos a diferentes tiempos post-
inducción. La electroforesis se realizó en SDS-PAGE 
al 12.5% 
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Debido a que no existen antecedentes en la literatura consultada sobre un efecto lítico de 

las metacaspasas o sus formas procesadas, resulta un tanto difícil poder dar una explicación 

satisfactoria o formular una hipótesis respecto al mecanismo implicado. Muchas proteínas 

capaces de lisar células poseen dominios transmembranales, los que les permiten formar poros y 

desequilibrar osmóticamente las células. Sin embargo, a nivel de secuencia la metacaspasa no 

poseen tales regiones tal como se verá posteriormente. 

 

VI. 4. 1. 5. Localización sub-celular. 

Los resultados obtenidos de la predicción de posibles péptidos señales y/o regiones de anclaje 

a membrana para NtMC1 con el programa SIGNALP 3.0, se muestran en la Figura 28. Cuando se 

obtienen valores elevados de puntuación S (S-score), indica que el aminoácido forma parte de un 

péptido señal, mientras que valores bajos en esta puntuación sugieren que el aminoácido pertenece a 

la proteína madura. Por otra parte, la puntuación C (C-score), indica el sitio de ruptura en la 

secuencia de interés por la acción de la peptidasa péptido señal I (SPase I). La puntuación Y (Y-

score) es un valor de puntuación que combina a los valores S y C. 

La secuencia de NtMC1 mostró un valor de puntuación C igual a 0.652 en la posición 18, el 

cual sobrepasa el valor de puntuación límite 0.32 establecido por el programa. Sin embargo, los 

valores de puntuación S y Y resultaron inferiores a los valores de puntuación límites. Estos valores 

de conjunto permiten predecir que la proteína no posee péptido señal. 
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Figura 28: Resultado del programa SIGNALP 3.0 con el método SIGNALP-NN. Measure: magnitud evaluada; 
max.C, max.Y, max.S: valores de puntuación máxima para C-score, Y-score y S-score, respectivamente; mean.S: 
promedio de las puntuaciones de S-score en el segmento que abarca desde la posición del extremo amino hasta la 
posición de mayor puntuación o sitio de ruptura; cutoff: valor de puntuación límite que define si la predicción es válida 
o no. 

 
Los resultados obtenidos para la predicción de regiones de anclaje a membrana de la proteína 

NtMC1 mediante el método SIGNALP-HMM fueron los siguientes: No resultó ser una proteína de 

secreción, tuvo una probabilidad de 0,023 para la presencia de péptido señal, fue nula la 

probabilidad de poseer regiones de anclaje y el sitio más probable de corte se localizó entre las 

posiciones 17 y 18 con un valor de probabilidad de 0.022.  

Los resultados que proporcionó el programa SIGNALP 3.0, fueron complementados con las 

predicciones del programa TARGETP 1.1, para predecir señales de tránsito a cloroplasto, 

mitocondria u otra localización. Los mismos evidenciaron que NtMC1 no contiene señales de 

tránsito hacia ningún organelo ya que no posee péptido señal, lo que indica que es muy probable 

que se localice en el citosol. 

Para confirmar la localización citosólica predicha in sílico, se emplearon varias 

construcciones de la metacaspasa fusionada a GFP, entre estas la proteína silvestre, la mutante 

C139V y una nueva mutante a la que se le eliminó el sitio attB2 (Met-∆attB2-GFP) generado para 

el clonaje y en el cuál había sido informado existía un sitio de autoprocesamiento (Vercammen et 

al., 2004).    
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Los patrones de fluorescencia de NtMC1 y sus variantes fusionadas a GFP fueron similares, 

observándose una acumulación de la proteína hacia la membrana citoplasmática, mientras el control 

de GFP mostró un patrón más difuso por todo el citosol. En todos los casos se evidenció que la 

proteína no se acumula en cloroplasto, núcleo, mitocondria u otro orgánulo, según se puede apreciar 

en la Figura 29-A. La fluorescencia observada de manera difusa en todo el citoplasma de las 

quimeras, aunque en menor intensidad, es posible que se deba a GFP libre, pues tal y como se 

muestra en el western de la Figura 29-B la eliminación del sitio attB2 no impidió que se cortara 

parte de la GFP. Este resultado sugiere que existe al menos otro sitio de corte muy próximo al 

extremo amino de la GFP. 

VI. 4. 1. 6.     Predicción de dominios transmembrana. 

Los resultados obtenidos de la predicción de la posible presencia de dominios transmembrana 

en NtMC1 con el programa SOUSI, indican que esta es una proteína soluble, con un promedio de 

hidrofobicidad de -0,633413, y que no contiene dominios transmembrana. Resultados similares se 

obtuvieron con el programa TMPRED. Según estas predicciones, la extracción de la proteína sería 

factible usando detergentes “suaves” como Igepal o Triton-X100. Esto contrasta con los resultados 

obtenidos durante extracciones empleando estos detergentes, tal como se muestra en la Figura 30 

(carriles 4, 6 y 8). No fue posible detectar la proteína en la fracción soluble con buffer a base de 

Igepal ni tampoco con Triton-X100 (datos de este último mostrado más adelante). 
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(Figura 29-A) 
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Figura 29-A: Expresión y localización de NtMC1 fusionada a GFP en expresión transitoria en hojas de Nicotiana 
benthamiana. Aumento 40X. en este experimento se emplearon 3 construcciones diferentes: La forma silvestre 
fusionada a GFP (Met-GFP), una mutante donde se eliminó el sitio de corte generado por el sitio de recombinación 
(Met-∆attB2-GFP), y la mutante en la cisteína del sitio activo (C139V-GFP), además se empleó un control positivo 
de expresión de GFP y uno negativo (hojas sin agroinfiltrar). Como se observa en el primer carril de imágenes, el 
patrón de expresión es similar en todas las construcciones empleadas, observándose en el citosol de las células, con 
cierta tendencia a concentrarse muy cercana a la membrana plasmática. Las imágenes del centro se corresponden 
con los cloroplastos y la superposición de los mismo con el patrón de expresión muestra que NtMC1 no se localiza 
en los mismos.Las Imágenes de fluorescencia de las diferentes construcciones de la metacaspasa fusionada a la GFP 
fueron observadas con una onda de excitación de 433nm y una de emisión de 535nm. 
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(Figura 29-B) 

 
 
Figura 29-B: Western blot anti-GFP a partir de extractos totales de proteína extraída de las mismas plantas empleadas 
para los análisis de microscopía. 1-control negativo, 2- GFP, 3- Met-GFP, 4- Met∆attB2GFP y 5- Met-C139V-GFP.  La 
electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12 %. 
 
 
 

 
 
 
VI. 4. 2. Procesamiento y estequiometria de los complejos activos. 
 
VI. 4. 2. 1. Regulación del procesamiento. 
 

Según el modelo de activación por proximidad de las caspasas, las iniciadoras se activan por 

cortes intermoleculares de un complejo a otro, lo que desencadena un proceso en forma de cascada 

(Crawford y Wells., 2011). Estos complejos activos son capaces de reconocer y procesar las 

caspasas ejecutoras también mediante cortes intermoleculares (Crawford y Wells., 2011). Para 

Figura 30: Western blot de extractos de 
proteínas obtenidos en buffer Laemli 
(carriles 1, 3, 5 y 7) y buffer nativo a base 
de Igepal (carriles 2, 4, 6 y 8). 1 y 2: GFP; 3 
y 4: NtMC1-GFP; 5 y 6: NtMC1-VSVG; 7 
y 8: NtMC1-HA. La electroforesis se realizó 
en SDS-PAGE al 12 %. 
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conocer si el procesamiento observado en NtMC1 es producto de cortes inter o intramolecular se 

diseñó un experimento de co-expresión de la forma silvestre (NtMC1-VSVG) con un mutante en el 

sitio activo (C139V-HA o H86S-HA) y por tanto incapaz de auto procesarse.  

Si los complejos de NtMC1 tuviesen la capacidad de interaccionar y cortarse unos a otros 

como en las caspasas, entonces las formas mutadas deberían observarse procesadas en los Westerns 

blots cuando se co-expresan con la forma silvestre. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 31 donde se observa ausencia total de procesamiento en ambos mutantes, cisteína 139 

(MutC-HA) e histidina 86 (MutH-HA) cuando son co-expresados con NtMC1 (WT-VSVG). Este 

resultado sugiere que el corte en NtMC1 es básicamente intramolecular a diferencia de lo que 

ocurre en las caspasas y similar a los que ocurren en otras metacaspasas. 

Para confirmar estos resultados se volvieron a co-infiltrar los mutantes fusionados a los 

epítopo HA y GFP. Además, durante este ensayo se empleó a NtMC1 sin epítopos para descartar 

que estuvieran interfiriendo con el reconocimiento, interacción o procesamiento de otros complejos. 

     

 
Figura 31: Western blot a partir de extractos totales de proteína obtenidas de plantas de N. benthamiana en las que se 
sobre expresó transitoriamente las diferentes variantes de NtMC1 y sus combinaciones. (A) Se reveló con anti-VSVG 
para mostrar solamente la proteína silvestre. (B) Se reveló con anti-HA para observar cada una de las mutantes. La 
electroforesis se realizó en SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 3 réplicas 

 

A B 
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Los resultados obtenidos fueron similares a los observados anteriormente, donde las formas 

mutantes no son procesadas, no obstante, se observó una banda tenue a la altura de 36 kDa en el 

Western revelado con anti-HA (Figura 32-C). Esta banda no corresponde en tamaño con alguna 

generada de manera natural en NtMC1, por lo que podría corresponderse a un procesamiento atípico 

como resultado de las elevadas concentraciones al sobre expresarlas. 

 

Figura 32: Western blot a partir de extractos totales de proteína obtenidas de plantas de N. benthamiana donde se sobre 
expresaron transitoriamente las diferentes variantes de NtMC1 y sus combinaciones. (A) Se empleó anti-GFP para 
observar cada una de las mutantes fusionados a GFP. (B) se reveló con anti-Metacaspasa para observar a la silvestre que 
no poseía ningún epítopo.y (C) anti-HA para mostrar los mutantes fusionados a HA. La electroforesis se realizó en 
SDS-PAGE al 12 % y se realizaron 3 réplicas.  
 

 
En la fusión con GFP la aparición de numerosas bandas inespecíficas en el Western no 

permiten llegar a una conclusión clara (Figura 32-A). Sin embargo, tampoco aparecieron bandas 

que pudieran contradecir los resultados obtenidos anteriormente. Con α-met se pudo identificar la 

forma silvestre (Figura 32-B) con la banda de procesamiento a la altura de 29 kDa en los carriles 2, 

4, 6, 8 y 10, lo que indica que se expresó correctamente en todas las combinaciones analizadas y 

que es funcional, al menos a nivel de autoprocesamiento.  

 

VI. 4. 2. 2. Ensayos de complementación. 
 

Las formas activas de las caspasas son heterotetrámeros (p20)2(p10)2, los cuales se generan 

por dos cortes que liberan las subunidades p20 y p10 (Crawford y Wells, 2011). Estos cortes son 

A B C 
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intermoleculares y las formas activas generadas tienen la capacidad de reconocer y cortar a otras 

moléculas. Para NtMC1 y AtMC4 el primer corte se produce en la región de unión en las lisinas 224 

y 225 respectivamente, estrictamente intramolecular (Watanabe y Lam, 2011b). Sin embargo, poco 

se conoce sobre la estequiometria de la forma activa de estas proteasas.  

Para determinar si dos heterodímeros pueden interactuar intercambiando las subunidades p20 

y p10 se diseñó un experimento en el cual se co-infiltró un mutante de cisteína 139 (localizada en la 

subunidad p20) con un doble mutante en los aspárticos 348 y 353 (localizados en la subunidad p10). 

Si los complejos fuesen dinámicos o con una estequiometria similar a las capasas se esperaría una 

población conformada por todas las combinaciones entre las subunidades, por lo que algunas 

formas deberían ser completamente funcionales.  Los resultados se muestran en la Figura 33 y como 

se aprecia hay ausencia de procesamiento cuando se co-expresaron las formas mutantes, lo que 

sugiere que las subunidades no se intercambian al menos cuando no son procesadas en la lisina 224. 

                                               
                                                                               

Figura 33: Ensayo de complementación de NtMC1. Resultado del Western a partir de extractos totales de proteínas 
de hojas de Nicotiana benthamiana. Co-expresión transitoria de dos mutantes en diferentes subunidades (C139V en 
p20 y D348RD353R en p10) para determinar una posible complementación de las subunidades. La corrida se efectuó 
en un gel de SDS-PAGE 12 % y se realizaron 5 réplicas 
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VI. 4. 2. 3. Interacción de diferentes complejos in vivo.  
 
VI. 4. 2. 3. 1. Extracción de proteínas mediante el uso de buffers no desnaturalizantes. 
 

 
Los resultados anteriores sugieren que el sitio activo de NtMC1 está constituido por 

aminoácidos tanto de las subunidades p20 como p10 de un mismo zimógeno y que estas no se 

intercambian, pero no permite conocer la estequiometria de los complejos activos. Para ello se 

diseñó un experimento de inmunoprecipitación. Sin embargo, la extracción nativa de los complejos 

es un punto crítico en estos ensayos, pues cualquier factor que desestabilice la interacción puede 

conducir a falsos resultados. De ahí que inicialmente probamos diferentes buffers para extraer de 

manera nativa las proteínas, los resultados se muestran en la Figura 34. 

 

             
Figura 34: Resultado del Western a partir de la extracción de proteínas totales de hojas de Nicotiana benthamiana en 
las que se expresó transitoriamente a NtMC1 y la mutante NtMC1-C139V, empleando para la extracción 
diferentes amortiguadores con detergentes suaves y sacarosa. Se reveló con anti-HA y la corrida se efectuó en 
SDS-PAGE 12 % y se realizaron 3 réplicas 
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Tal como se observa en el Western blot, no fue posible la extracción en los amortiguadores 

que contenían detergentes “suaves” como Igepal y Tritón-X100, este resultado es congruente con el 

obtenido anteriormente (Figura 30). Contrario a lo que sucedió con la extracción en amortiguador 

de sacarosa, donde la eficiencia fue similar a la del amortiguador desnaturalizante Laemmli. A 

partir de estos resultados se determinó que el amortiguador óptimo para los ensayos de actividad e 

inmunoprecipitación era el de sacarosa. 

 

VI. 4. 2. 3. 2. Ensayos de Inmunoprecipitación. 
 

Para los ensayos de inmunoprecipitación se co-expresaron en N. benthamiana a NtMC1 y una 

versión mutante en K224. Ambas construcciones con fusiones a epítopos diferentes en los extremos 

(Flag-NtMC1-HA, cMyc-NtMC1-VSVG, Flag-K224A-HA, cMyc-K224A-VSVG). Primeramente, 

se sobre expresaron las cuatro construcciones de manera independiente con el objetivo de 

identificar problemas de expresión y/o detección. En la Figura 35 se muestran los resultados a nivel 

de Western blots a partir de los extractos totales de proteína. Como se puede observar la 

identificación no fue posible empleando anti-Flag, sin embargo, la detección de las construcciones 

Flag-NtMC1-HA y Flag-K224-HA en las mismas muestras usando anti-HA indican que las 

proteínas si se expresaron correctamente y el problema está a nivel del epítopo Flag. 
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Figura 35: Esquema de las construcciones generadas para el ensayo de inmunoprecipitación y resultados de los 
Western blots a partir de la expresión transitoria de NtMC1 y K224A con dobles epítopos en N. benthamiana. Como se 
puede apreciar no fue posible detectar a la proteína empleando anti-Flag pero si anti-HA. La corrida se efectuó en 
SDS-PAGE 12.5% y se realizaron 2 réplicas 

 

                                                                                       
Figura 36: Resultado del Western blot del ensayo de inmunoprecipitación. Al revelar con anti-VSVG en el producto de 
la inmunoprecipitación no se observó proteína sin embargo al hacerlo en extractos totales si, lo que evidencia que estaba 
presente pero no interaccionando con otros complejos. El anti-HA mostró presencia de la proteína en la inmuno lo que 
permite asegurar que NtMC1-HA y K224V-Ha se están uniendo a la agarosa-HA. Se corrió en SDS-PAGE 12 %. 
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Tal como muestran los Westerns al inmunoprecipitar a NtMC1 fusionada con HA y revelar 

con anti-VSVG, no se detectó proteína. Este resultado sugiere que los complejos p20p10 

interaccionan, al menos bajo nuestras condiciones experimentales. Esto constituye una clara 

diferencia con las caspasas y podría plantear un escenario de regulación y mecanismos de acción 

diferentes.  

 

 

VI. 5.  Cinética de los complejos. 
 

VI. 5. 1.  Determinación de la actividad de NtMC1 sobre expresada en E. coli. 
 

VI. 5. 1. 1.  Purificación de la proteína recombinante. 
 

El estudio de la cinética y dinámica química de una enzima permite explicar los detalles de su 

mecanismo catalítico. Sin embargo, para el cálculo de varios parámetros cinéticos se requiere 

conocer la concentración de la enzima en la reacción. Por tal motivo se procedió a la purificación 

del zimógeno para estimar su concentración. Primeramente, se empleó una columna de afinidad 

(Ni-Agarosa, Invitrogen, México) aprovechando la existencia de una cola de histidinas en el amino 

terminal de la proteína, para luego usar una columna de exclusión.  

El objetivo de la purificación por afinidad era obtener una muestra enriquecida con el 

zimógeno y el fragmento p20-K. Sin embargo, en la tinción con azul de Coomassie se apreciaron al 

menos 3 bandas mayoritarias por debajo del zimógeno (Figura 37). Para identificarlas se procedió a 

la secuenciación de las mismas. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Cin%C3%A9tica_y_Mecanismos_de_Reacci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Din%C3%A1mica_qu%C3%ADmica
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Los resultados de la secuenciación de los cuatro fragmentos obtenidos después del primer 

paso de purificación se muestran en la Figura 38. Sorprendentemente los cuatro fragmentos 

coincidieron a nivel de secuencia, conteniendo regiones del p20, el fragmento unidor y el p10. 

Inicialmente pensamos que se podría tratar de un problema de contaminación a la hora de la 

secuenciación, sin embargo, la réplica del experimento así como nuevos ensayos de purificación y 

Western blots (Figura 38) confirmaron estos datos inesperados. No conocemos la razón del arrastre 

de los mismos fragmentos en diferentes tallas de peso molecular al expresar la proteína 

recombinante en E. coli. Otros grupos también han informado de problemas a la hora de la 

purificación de ciertas metacaspasas tipo II (Cox., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 37: Coomassie de NtMC1 luego 
del primer paso de purificación mediante 
cromatografía de afinidad empleando 
Ni-Agarosa. En la fracción enriquecida 
se observan varias bandas debajo del 
zimógeno. La corrida se efectuó en SDS-
PAGE 12 %. 
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Figura 38: Resultados obtenidos a partir de la secuenciación del zimógeno y las tres bandas obtenidas en el primer paso de 
purificación. En el Western blot se pueden apreciar las mismas bandas cuando se revela con anti-HA (para detectar el C-
terminal) como con anti-His (para detectar el N-terminal). La corrida se efectuó en geles de SDS-PAGE 12 %. 
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También se observó la formación de “complejos” al pasar la proteína por una columna de 

exclusión de peso molecular, apareciendo bandas que se corresponden a la metacaspasa desde la 

fracción 13 hasta la 22 (Figura 39). Este patrón solo se explica si los fragmentos estaban 

formando estructuras de diferentes pesos moleculares a la hora de pasar por la columna.  

 
Figura 39: Western blot de muestras de NtMC1 purificada mediante exclusión de peso molecular. La proteína se 
detectó con anti-NtMC1 a partir de la fracción 13 y hasta la 22, apareciendo bandas diferenciales en la 18, 19 y 20, lo 
cual solo puede ser explicado por la presencia de diferentes complejos de NtMC1, las muestras fueron corridas en un 
gel SDS-PAGE al 12%. 

 
 

Para verificar estos resultados se separaron en dos geles nativos a la NtMC1y los diferentes 

mutantes en los aspárticos, lisina y cisteína y se compararon con un gel desnaturalizante. Como se 

puede observar en el Western blot de la Figura 40, la forma silvestre, D348R y D353R mostraron 

un patrón de barrido en el gel nativo, lo que confirma la existencia de numerosas formas de 

diferente peso molecular de al menos tres formas de NtMC1 



                                                                                                                                              Resultados 

 87 

 

Figura 40: Westerns blots a partir de geles desnaturalizantes y nativos de NtMC1 expresada en E. coli. El primero se 
corresponde a una corrida SDS-PAGE al 12 %, el segundo a una corrida nativa en 12 % y para el revelado se empleó 
un anticuerpo anti-HA, mientras que el tercero también es nativo y se reveló con anti-NtMC1. En ambos se aprecian 
formas de diferentes tamaños moleculares, aunque parecen ser menores en las proteínas que no se autoprocesan.  

 

 

La complejidad para purificar el zimógeno nos impidió determinar la concentración de la 

enzima y por tanto el cálculo de diferentes parámetros cinéticos. Para la “estimación” de la 

actividad enzimática se partieron de cantidades equivalentes de enzimas en extractos totales de 

proteína, determinadas cualitativamente mediante Western blots y tinción por azul de Coomassie. 
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VI. 5. 1. 2.  El calcio como requisito para la activación in vitro de NtMC1. 
 

El Ca2+ ha sido reportado como un regulador positivo del autoprocesamiento y la activación 

in vitro, al menos para las metacaspasas AtMC4, 5, 8 y mcII-Pa de Picea abis (Bozkov et al., 2005; 

Watanabe y Lam., 2011b; Zhang y Lam., 2011), así como un pH relativamente básico (Vercammen 

et al., 2004). Para investigar el efecto del calcio sobre el autoprocesamiento, se sobre-expresó la 

forma recombinante de NtMC1 en E. coli y se incubaron los extractos totales de proteínas en 

amortiguador HEPES a pH básico a diferentes concentraciones de cloruro de calcio y diferentes 

tiempos, los resultados se muestran a continuación (Figura 41).  

                              

 

 

 

 

A la concentración de 5 mM de cloruro de calcio el zimógeno se procesa completamente, 

mientras que a mayores concentraciones y tiempos de incubación no solo se procesa, sino que se 

desaparece, resultado que se puede interpretar como degradación. Este efecto es claramente 

atribuible a la presencia del calcio, pues en ausencia del mismo el zimógeno no solo no desaparece, 

sino que está en equilibrio con una población de formas procesadas. Es importante destacar que el 

Figura 41: Autoprocesamiento de NtMC1 dependiente de calcio. Western blot de extractos totales de proteína 
con NtMC1 sobre-expresada en E. coli para analizar la dependencia de Ca2+ en el autoprocesamiento. Los 
extractos de proteínas fueron incubados en amortiguador HEPES a pH básico (7.2) a diferentes concentraciones 
de cloruro de calcio y durante diferentes tiempos. La corrida se llevó a cabo en SDS-PAGE 12 % y se realizaron 
5 réplicas. 
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zimógeno se auto procesa incluso en ausencia del calcio, sin embargo, nos interesaba conocer si 

estas formas eran capaces de procesar otros tipos de sustratos.  

Para determinar la actividad de la proteína se empleó una molécula sintética (Boc-Gly-Arg-

Arg-AMC) la cual es reconocida y procesada por NtMC1 en la última Arg, liberando el 7-amino-4-

metil-coumarin (AMC). La liberación del AMC se puede seguir empleando un fluorímetro 

excitando a una longitud de 351 nm y capturando la emisión en 430 nm.  

 

                   
 
Figura 42: Activad relativa de la metacaspasa silvestre MET (NtMC1) y de la mutante K224A en presencia (+) o 
ausencia (-) de 5 mM de cloruro de calcio en extractos totales de proteína de E. coli. La actividad se midió en Unidades 
Relativas de Fluorescencia (URF)(eje Y), mientras que el tiempo fue medido en minutos (eje X). 
 

 
En este experimento solo se detectó actividad de NtMC1 cuando se le agregaba cloruro de 

calcio al medio de incubación (Figura 42), de este resultado podemos concluir que: 1.- El 

procesamiento en K224 es necesario para que se forme un complejo activo, pues la mutante 

K224A no mostró actividad incluso en presencia de calcio; 2.- El procesamiento es necesario, 

pero no suficiente, para que el complejo sea activo pues también se requiere de calcio en el 

medio, al menos in vitro. 

 

VI. 5. 1. 3. Actividad in vitro de los fragmentos p20 y p10. 

Como se vio anteriormente el sitio S1 está constituido por aminoácidos de las subunidades 

p20 y p10, resultado evidenciado en los ensayos con los mutantes C139V, H86S y el doble 
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mutante de los aspárticos 348 y 353. Para determinar si en este sitio también se procesa el sustrato 

se analizó la actividad de los dominios p20 y p10 por separado y mezclados, en un intento por 

reconstituir el complejo in vitro.  

 

  
 

                               
Figura 43: Actividad relativa de las diferentes subunidades de la metacaspasa (p20 y p10), incubados en amortiguador 
HEPES a pH = 7.5, cloruro de calcio a una concentración final de 5 mM y el sustrato sintético Boc-Gly-Arg-Arg-
AMC 50 µM. 

 
 

 

La actividad de los fragmentos se comparó con la de NtMC1 tanto en presencia como 

ausencia de calcio. Tal como se aprecia en la Figura 43, ni p20 ni p10 mostraron actividad 

significativa respecto a la forma silvestre y tampoco fue posible reconstituir un complejo activo al 

mezclar estos fragmentos. Este resultado coincide con lo informado por Watanabe y Lam (2012) 

para AtMC4 y constituye otro pre-requisito para la formación de un complejo activo in vitro para 

NtMC1: La síntesis obligada del zimógeno. 
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 VI. 5. 1. 4. Cambios en la actividad de NtMC1 al interactuar con p20. 

 

Como se demostró anteriormente, el calcio promueve el total autoprocesamiento del 

zimógeno así como la activación del complejo, lo cual a elevadas concentraciones conduce a la 

autodegradación de la enzima (Figura 41).  Por ello se investigó el efecto de combinar NtMC1 con 

las diferentes subunidades en presencia del calcio. En las combinaciones con los fragmentos de 

p20 se empleó a NtMC1 fusionada al epítopo HA y los p20 a Flag. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 44: Ensayo de actividad de NtMC1 combinado con diferentes versiones de p20. Se observa un efecto 
“potenciador” de la subunidad p20 y p20-Lk sobre la actividad de la forma silvestre. Los Western blots muestran que 
la forma p20-Lk es procesada por NtMC1en presencia de Ca2+. Se corrieron las muestras en geles de SDS-PAGE 12 
% y se reveló con anti-HA o anti-Flag. 
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Curiosamente se detectó un aumento significativo en la actividad de NtMC1 cuando se 

combinó con p20 o p20-Lk (Figura 44), siendo considerablemente mayor en NtMC1 y p20 que con 

p20-Lk. A nivel de Western se observó que NtMC1 cuando es activada por calcio también es 

capaz de reconocer y procesar a p20-Lk como un sustrato, liberando un fragmento de talla similar 

al p20 (Figura 44). 

Para determinar si en el efecto observado de los fragmentos p20 sobre NtMC1 estaba 

involucrada su díada catalítica, se generaron nuevas construcciones en las cuales los fragmentos 

p20 tenían mutada la cisteína 139 por una valina. Los resultados obtenidos de las actividades, así 

como los Westerns blots de cada uno se muestran en la Figura 45. 

                                   

 
 
                                     

Figura 45: Ensayos de actividad y Western blot de NtMC1 mezclada con los fragmentos de p20 que portaba una 
mutación en la C139.  En ambos casos la actividad fue no significativa y se abatió el procesamiento de p20-Lk lo que 
sugiere que el mismo depende de un sitio alterno entre p20-Lk y el p10 de la forma silvestre. Se corrieron las muestras 
en geles de SDS-PAGE 12 %. 
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La actividad de NtMC1 en ambos casos fue de aproximadamente 900 unidades relativas de 

fluorescencia (URF) a los 15 min., valor similar al obtenido en el ensayo anterior y muy por debajo 

de las 2500 URF detectadas cuando estaba presente el fragmento p20 o las 1300 URF con p20-Lk. 

Este resultado sugiere que la cisteína 139 está implicada directamente en el efecto potenciador de 

la actividad de NtMC1. Además, p20-Lk tampoco sufrió procesamiento lo cual sugiere la 

formación de un sitio activo adicional, constituido por la diada del fragmento p20 y los aspárticos 

de la p10 del complejo nativo. 

Luego de estos resultados inesperados nos preguntamos si el sustrato sintético empleado 

podría ser importante en la interacción entre p20 y NtMC1. Para elucidar este aspecto llevamos a 

cabo un experimento de incubación similar a los anteriores, pero ahora con y sin el sustrato 

sintético. Como se puede observar en la Figura 46, el fragmento p20-Lk se procesa de manera 

independiente al sustrato, lo que descarta una posible función del mismo como adaptador en el 

mecanismo de interacción entre NtMC1 y p20-Lk. 

                                       
Figura 46: Efecto del sustrato Boc-Gly-Arg-Arg-AMC en la interacción de NtMC1 con la subunidad p20. Western 
blot de NtMC1 mezclada con p20-Lk e incubada en amortiguador HEPES, pH básico, suplementado con 5 mM de 
cloruro de calcio y en presencia y ausencia del sustrato sintético. Se reveló con anti-Flag para ver a p20-Lk y con anti-
VSVG para NtMC1. Se corrió en geles de SDS-PAGE 12 %.  
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VI. 5. 1. 5.   Cambios en la actividad de NtMC1 al interactuar con p10. 
 

La interacción y modificación de la actividad de NtMC1 promovida por p20 fue un resultado 

no esperado y al mismo tiempo generaba una nueva interrogante sobre la posible interacción de 

NtMC1, pero ahora con los fragmentos de la subunidad p10.  

              

 
                                           

 

 
Figura 47: Ensayos de actividad y Western blot de NtMC1 mezclada con las diferentes versiones de los fragmentos 
de p10. En ningún caso la actividad fue significativa y no se detectó procesamiento de los fragmentos en los Westerns 
blots por NtMC1 cuando la enzima es activada con 5 mM de cloruro de calcio. Se corrieron las muestras en geles de 
SDS-PAGE 12 %.  
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Para investigar este aspecto se llevó a cabo un experimento similar al anterior en el cual se 

empleó la forma silvestre fusionada al epítopo VSVG y los diferentes fragmentos de p10 al HA. 

Contrario a los resultados obtenidos con los fragmentos del p20, las diferentes combinaciones de 

p10 no mostraron un efecto sobre la actividad de NtMC1. En el caso de los fragmentos SLP-p10 y 

p10 la actividad incluso fue inferior, y no se observó procesamiento en ninguno caso (Figura 47).  

 

VI. 5. 2. Actividad in vitro de los mutantes de aspártico. 

El mutante en la lisina 224 ya había mostrado nulo procesamiento y actividad, por tal razón 

sabíamos que el procesamiento era un prerrequisito para la formación de un complejo activo. Por 

ello esperábamos que los mutantes en la cisteína 139, la histidina 86 y el doble mutante en 

aspárticos que son incapaces de auto procesarse, tampoco mostraran actividad ante el sustrato.  

Por otro lado, los simples mutantes en los aspárticos 348 y 353 por argininas si se procesan y 

no se tenía conocimiento sobre el efecto de estos cambios sobre la actividad de NtMC1. Además, 

también se investigó la función de los aspártico 25 y 137, los cuales se corresponden con los 

residuos D95 y D211 de la MCA2 de T. brucei. Se sabe que estos se localizan en la superficie del 

sitio activo S1 (McLuskey et al., 2012). Además, la substitución de estos por Ala abate la actividad 

enzimática y el autoprocesamiento de MCA2, lo que sugiere que ambos están involucrados en el 

reconocimiento del sustrato (McLuskey et al., 2012).  
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Figura 48: Actividad enzimática de NtMC1 (Met) y las versiones mutantes C139V, D348R, D353R y D348RD353R 
sobrexpresadas en E.coli. A nivel de Western blot se observó la falta de procesamiento en C139V y del doble mutante 
de los aspárticos, lo que sugieres que uno de los dos ha de estar presente para que la enzima sea funcional. Se corrieron 
en geles de SDS-PAGE 12 %. 
 

 

La actividad del mutante D353R resultó significativamente mayor que la de NtMC1, no 

así la de D348R que resultó estadísticamente inferior, mientras C139V y D348RD353R se 

comportaron tal como se esperaba, sin actividad apreciable (Figura 48). Dado lo inesperado del 

resultado pensamos que podía deberse a un error experimental en el ajuste de las concentraciones 

de enzima empleada, aunque el Western no mostraba diferencias cuantitativas que explicaran el 

resultado y si un procesamiento diferente del mutante D348R. Por ello decidimos repetir el 

experimento con NtMC1, D353R y C139V intentando partir de cantidades equivalentes de las de 

proteína, a partir de los resultados de la tinción con azul de Coomassie y Western blot. 
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Figura 49: Ensayo de actividad en extractos bacterianos de la forma silvestre de la metacaspasa (NtMC1-HA) y las 
formas mutadas en el aspárticos 353 (D353R-HA) y la cisteína 139 (C139V-HA). Para inducir la actividad se empleó 
CaCl2 a una concentración final de 5mM y se siguió la liberación del 4-metil-coumarín (AMC) del sustrato sintético 
Boc-Gly-Arg-Arg-AMC en un rango de tiempo de 0 a 15 minutos. En la figura superior se muestra el resultado del 
Coomassie y Western blot de la cinética donde se observa el no procesamiento de la mutante C139V aún en presencia 
de calcio, en tanto en la parte inferior se muestra el resultado de la actividad observándose un incremento significativo 
de la misma en la mutante D353R respecto a la silvestre (p=0.5), mientras que la de la mutante C139V resultó 
prácticamente nula. 

 

 

Tal como se muestra en la Figura 49, el Coomassie y el Western blot muestran cantidades de 

proteína total y de NtMC1 o su versión mutante, equivalentes. En tanto el resultado de actividad 

fue congruente con el obtenido anteriormente, donde el mutante D353R mostró valores 

significativamente mayores que NtMC1, mientras que en C139V no se apreció actividad 

significativa.  



                                                                                                                                              Resultados 

 98 

 

Para determinar la relación de los aspárticos 25 y 137 con el sitio activo se generaron 

mutantes puntuales de estos por alaninas y se sobre expresaron en E. coli. Posteriormente se 

determinó la actividad en presencia y ausencia de calcio, los resultados se muestran a continuación 

(Figura 50). 

 
Figura 50: Ensayo de actividad en extractos bacterianos de la forma silvestre de la metacaspasa (NtMC1-HA) y las 
formas mutadas en los aspárticos 25 y 137 (D25A-HA y D137A-HA). Para inducir la actividad se empleó CaCl2 a una 
concentración final de 5mM y se siguió la liberación del 4-metil-coumarín (AMC) del sustrato sintético Boc-Gly-Arg-
Arg-AMC en un rango de tiempo de 0 a 15 minutos. En los resultados obtenidos a nivel del Western blot de la cinética 
se observa ausencia total de procesamiento en las formas mutantes mientras que en las gráficas de actividades se 
observa ausencia de actividad en los mutantes también congruente con la falta de procesamiento (p=0.5). 

 

 

Tal como se observa, en ambos mutantes se abatió el autoprocesamiento y 

consecuentemente, la actividad. Este resultado es congruente con el informado por McLuskey y 

colaboradores (2012) para la MCA2 de T. brucei lo que demuestra que los aspárticos 25 y 137 

forman parte del sitio activo de NtMC1 y son esenciales para el correcto funcionamiento de la 

misma. 
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VI. 5. 2. 1. Procesamiento diferencial del mutante D348R. 
 

Como se mencionó anteriormente, el mutante D348R mostró un procesamiento diferencial 

respecto a NtMC1 y D353R. El efecto se observó cuando se sobre expresó la proteína tanto en 

bacterias como en plantas, y se separó en geles SDS-PAGE de menor porcentaje (10 %) lo que 

permitió observar las bandas de menor peso molecular, tal como se muestra en la Figura 51. 

                                           
Figura 51: Ensayo de actividad en extractos bacterianos de la forma silvestre de la metacaspasa (NtMC1-HA) y las 
formas mutadas en los aspárticos 353 y 348 (D353R-HA y D348R-HA). Para inducir la actividad se empleó CaCl2 a 
una concentración final de 5mM y se siguió la liberación del 4-metil-coumarín (AMC) del sustrato sintético Boc-Gly-
Arg-Arg-AMC en un rango de tiempo de 0 a 15 minutos. En la figura superior se muestra el resultado del Western blot 
de la cinética donde se observa un procesamiento diferencial de la mutante D348R mientras que en la parte inferior se 
muestra el resultado de la actividad observándose un incremento significativo de la misma en la mutante D353R 
respecto a la silvestre (p=0.5), en tanto la D348R mostró una actividad inferior. Se corrió en un gel SDS-PAGE 10% 
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La sustitución de los aspárticos 348 y 353 (aminoácidos ácidos) por argininas (básicos) 

parece tener consecuencias drásticas en la configuración del sitio activo, alterando la actividad del 

complejo y la forma en que se autoprocesa. Por ello decidimos generar nuevos mutantes puntuales 

cambiando los aspárticos por alaninas (D348A y D353A). 

         

 

Figura 52: Resultados del western blot de NtMC1 y sus variantes mutadas en los aspárticos 348 y 353 tanto por 
argininas como por alaninas. Sobre expresadas en E.coli (A). En expresión transitoria en hojas de N. benthamiana (B). 
Se corrieron en geles de SDS-PAGE 12%. 
 

                                 
Figura 53: Ensayo de actividad en extractos bacterianos de la forma silvestre de la metacaspasa (NtMC1-HA) y las 
formas mutadas en los aspárticos 353 y 348 (D353A-HA y D348A-HA) así como en la cisteína 139 (C139V). Para 
inducir la actividad se empleó CaCl2 a una concentración final de 5mM y se siguió la liberación del 4-metil-coumarín 
(AMC) del sustrato sintético Boc-Gly-Arg-Arg-AMC en un rango de tiempo de 0 a 15 minutos. En la figura superior 
se muestra el resultado del western blot de la cinética donde se observa el mismo patrón de procesamiento para los 
imples mutantes en aspárticos por alaninas, mientras que en la parte inferior se muestra el resultado de la actividad 
observándose valores similares para NtMC1, D348A y D353A (p=0.5). 
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La alanina es empleada frecuentemente en la generación de mutantes puntuales para 

determinar la contribución de los aminoácidos en la estabilidad y función de una determinada 

proteína, esta técnica es conocida como “Alanine Scanning” (Morrison y Weis, 2001). La 

preferencia de cambios por alanina se debe a que no es un aminoácido voluminoso, químicamente 

es inerte y posee un grupo funcional metilo que puede mimetizar muchas de las estructuras 

secundarias de otros aminoácidos (Morrison y Weis, 2001). 

Los mutantes D348A y D353A sobre-expresados en bacterias y plantas (Figura 52 A y B; 

Figura 53) mostraron un patrón de auto-procesamiento similar al de NtMC1, lo que sugiere una 

reversión del efecto provocado por el cambio de D por R. A nivel de actividad y tal como se 

muestra en la Figura 53, también se recuperaron los valores en los dos nuevos mutantes. Estos 

resultados permiten concluir que el efecto observado en D348R y D353R se debe a alteraciones 

conformacionales y electrostáticas en el sitio activo. 

 
 
 

VI. 5. 3. Inhibición por autoprocesamiento. 
 

El calcio no solo promueve el autoprocesamiento del zimógeno y la actividad del complejo 

NtMC1, sino que a mayores concentraciones también su posible autodegradación (Figura 41). 

Watanabe y Lam (2011) observaron un efecto inhibitorio en AtMC4 cuando esta era expuesta a 

mayores tiempos de incubación con calcio debido probablemente a un proceso de autodegradación. 

Para determinar si el mismo efecto se daba en NtMC1 se pre-incubó a la enzima y a D353R en 5 

mM de cloruro de calcio durante 15 minutos y luego se midió la actividad en intervalos de tiempo 

de 10, 20 y 30 min. 

Como se observa en la Figura 54 ni en D353R, ni en NtMC1, la pre-incubación en cloruro 

de calcio modificó la actividad al compararla con extractos no incubados. Tampoco se observaron 

diferencias en los niveles de auto-procesamiento lo que sugiere el establecimiento de un equilibro 
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entre el zimógeno y las formas procesadas el cual es desplazando hacia las formas procesadas al 

aumentar las concentraciones de calcio para luego dar paso a la autodegradación. 
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Figura 54: Efecto de la pre-incubación con cloruro de calcio sobre la actividad y procesamiento de NtMC1. 
Resultados de actividad y Western blots al pre-incubar con o sin cloruro de calcio durante 15 min la forma silvestre de 
la metacaspasa y el mutante D353R. En la figura superior se muestran las actividades obtenidas; en la misma se 
aprecia que no hubo diferencias significativas al pre-incubar (I) o no en calcio a NtMC1 y donde la mutante D353R 
mostró la mayor actividad respecto a la forma silvestre, tal como ya se había observado. A nivel de Western en ambas 
muestras pre-incubadas no se aprecian cambios en el procesamiento. Se corrieron en geles de SDS-PAGE al 12 %. 
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VI. 5. 4.  Actividad de NtMC1 sobre-expresada en Nicotiana benthamiana. 
 
VI. 5. 4. 1.  Tiempo de vida media de la proteína en extractos totales. 
 
Para determinar la estabilidad de la proteína, extractos totales fueron incubados en 

amortiguador (Tris-HCl pH=7.5 25mM, NaCl 10mM, MgCl2 10mM, DTT 5mM, TWEEN 0.1% y 

Glicerol 10%) en períodos de tiempo que oscilaron de 0 – 60 min. Posteriormente las muestras 

fueron sometidas a desnaturalización por calor, separadas en SDS-PAGE y analizadas mediante 

Western blots. Los resultados se muestran a continuación en la Figura 55. 

 

        
 
Figura 55: Análisis de la estabilidad de NtMC1. Resultado de la incubación de extractos totales de proteínas de 
hojas de N. benthamiana que expresaban transitoriamente a NtMC1 y sus formas mutantes C139V, D348R, 
D348RD353R, K187V y K224A. Los Westerns fueron revelados empleando anti-HA y la corrida se efectuó en 
SDS-PAGE 12 %.  
 
 

Como se observa en los Westerns, NtMC1, D348R y K187V se autoprocesan a medida que 

transcurre el tiempo, hasta quedar prácticamente todo procesado tras una hora de incubación. 

Además, la banda de 29 kDa generada también se va degradando en el tiempo, similar a lo que 

ocurre cuando se agrega calcio en un extracto de proteína recombinante expresada en E. coli (Figura 

41). Mientras las variantes mutantes C139V, D348RD353R y K224A sufren un procesamiento 

diferencial, generándose una banda a la altura de los 36 kDa la cual va aumentando conforme 

aumenta el tiempo de incubación mientras la cantidad de zimógeno va disminuyendo, pero a 
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diferencia de las anteriores, a la hora de incubación todavía se observa proteasa no procesada. 

Debido a que el ensayo se realizó en extractos totales de proteínas vegetales, es muy probable que 

los cortes atípicos en los mutantes se deban a la acción de otra proteasa. 

 

VI. 5. 4. 2.  Actividad de la proteína en extractos vegetales. 
 

Para determinar la actividad de NtMC1 se empleó el mismo sustrato sintético que en los 

ensayos con extractos bacterianos (Boc-Gly-Arg-Arg-AMC 50 µM) y además el inhibidor de 

metacaspasas Z-Phe-Lys-2,4,6 trimetilbenzoyloxymetilketona 10 µM. El ensayo se llevó a cabo con 

extractos totales de proteína incubados en amortiguador (HEPES 25 mM pH=7.5, NaCl 150 mM, 

EDTA 0.1 mM, DTT 0.1 mM) a 37ºC durante un intervalo de tiempo de 0 a 60 min. La 

concentración de proteínas totales se determinó mediante Bradfford. 

 

     
 

Figura 56: Actividad enzimática de extractos totales de proteína obtenidos de hojas de N. benthamiana que 
sobrexpresaban transitoriamente a NtMC1 y su variante mutada en la C139, incubados en buffer (HEPES 25 mM 
pH=7.5, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 0.1 mM) a 37ºC durante un intervalo de tiempo de 0 a 60min. Se empleó el 
sustrato sintético Boc-Gly-Arg-Arg-AMC 50 µM y el inhibidor Z-Phe-Lys-2,4,6 trimetilbenzoyloxymetilketona 10 µM. 
M: NtMC1, C: C139V, CS: Con Sustrato, SS: Sin Sustrato, CI: Con Inhibidor, SI: Sin Inhibidor. 
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En presencia del sustrato sintético y ausencia del inhibidor se registró actividad similar tanto 

en NtMC1 como en C139V, mientras que en el resto de las combinaciones la actividad fue no 

significativa (Figura 56). La actividad registrada en el extracto del mutante indica que el sustrato 

sintético está siendo procesado eficientemente por las metacaspasas endógenas de N. benthamiana u 

otras proteasas capaces de reconocerlo. Por tal razón no podemos discernir bajo estas condiciones 

experimentales entre las actividades endógenas y de la recombinante. 

 
VI. 5. 4. 3.  Interacción in vivo de NtMC1 con los fragmentos p20. 
 

A pesar de que resultaba imposible medir la actividad directamente en extractos totales de 

proteínas vegetales y por tanto compararla con los resultados obtenidos en extractos de E. coli, nos 

interesaba conocer si NtMC1 era capaz de interactuar in vivo con los fragmentos p20, similar a lo 

que sucedía en bacterias. Para ello se empleó a NtMC1 fusionada al epítopo VSVG hacia el 

carboxilo terminal y los diferentes fragmentos p20, p20-Lk (con el linker cortado en la lisina 224) y 

p20-L (linker completo) con el cMyc hacia el amino terminal. Las construcciones fueron expresadas 

transitoriamente en plantas de Nicotiana benthamiana (Figura 57). 

                      
Figura 57: Interacción de NtMC1 con las variantes de p20 en un sistema in vivo. Westerns blots de extractos totales 
de proteínas obtenidos de hojas de N. benthamiana en las que se coexpresó transitoriamente a NtMC1 y las diferentes 
versiones de la subunidad p20. A diferencia de lo que ocurre en los ensayos in vitro, en estos no se logró observar 
procesamiento de p20 por la forma silvestre. La corrida se efectuó en SDS-PAGE 12 %. 
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Se esperaba un procesamiento del fragmento p20-Lk, liberándose el p20 similar a lo que 

ocurre en extractos bacterianos, así como un procesamiento de p20-L el cual podría ser cortado 

tanto en la lisina 224 como en p20 o ambos. Los resultados obtenidos, por el contrario, no 

mostraron procesamiento en ninguna de las formas de p20, lo cual establece una diferencia en el 

comportamiento de NtMC1 cuando se emplean sistemas in vitro o in vivo.  

 
 
VI. 5. 4. 4.  Interacción in vivo de NtMC1 con los fragmentos p10. 
 
La falta de interacción in vivo de NtMC1 y los fragmentos p20 constituye un resultado 

contrario al obtenido in vitro y por ello nos interesaba conocer que sucedía con la subunidad p10. 

Para ello se empleó a NtMC1 fusionada a VSVG hacia el carboxilo terminal y los fragmentos p10, 

SLP-p10 (“linker” cortado en la lisina 224) y L-p10 (con el “linker” completo) fusionados al 

epítopo HA hacia el carboxilo terminal. 

                                                  
Figura 58: Interacción de NtMC1 con las variantes de la subunidad p10 en un sistema in vivo. Westerns blots de 
extractos totales de proteínas obtenidos de hojas de N. benthamiana en las que se co-expresó transitoriamente a NtMC1 
y las diferentes versiones de la subunidad p10. A diferencia de lo que ocurre en los ensayos in vitro, se observó 
procesamiento de p10-Lk por la forma silvestre. La corrida se efectuó en SDS-PAGE 12 %. 
 



                                                                                                                                              Resultados 

 107 

A nivel de western se aprecia procesamiento en el fragmento L-p10 al coexpresarlo con 

NtMC1, producto del corte se genera un fragmento de talla similar a SLP-p10 (29 kDa) lo que 

sugiere que el corte se está dando en la lisina 224 (Figura 58). Resulta curioso que los resultados 

obtenidos in vitro no coincidan con los observados in vivo. Esto implica comportamientos diferentes 

para NtMC1 dependiendo del sistema de expresión y por tanto las conclusiones podrían no ser 

extrapolables de un sistema a otro. 

 

VI. 6.   Patrón de expresión de NtMC1 endógena. 

Los genes que codifican para proteasas se encuentran bajo un estricto control de su expresión, 

que va desde el nivel transcripcional hasta el post-traduccional. Por tal razón, sería lógico esperar 

que también NtMC1 estuviera altamente regulada, sin embargo, al sobre-expresarla tanto en 

bacteria como en plantas el zimógeno se autoprocesa. Este resultado sugiere que el control no es a 

nivel transcripcional o podría ser un artificio debido a los elevados niveles de expresión a los que es 

forzada la proteína. Para intentar determinar el nivel o niveles de regulación se analizó la expresión 

de las metacaspasas endógenas en diferentes especies vegetales y en diferentes órganos de la planta, 

empleando para ello el anticuerpo generado a partir de NtMC1. 

El éxito de este experimento dependía de la capacidad del anticuerpo para detectar a la 

NtMC1 endógena o metacaspasas con secuencias similares a esta.  Para ello se empleó material de 

Nicotiana tabacum L. (plántulas, meristemo y hojas adultas), Nicotiana benthamiana (meristemos, 

hojas adultas y control de NtMC1) así como Arabidopsis thaliana. En la Figura 59 se puede 

observar el patrón de expresión en todas las muestras analizadas. La NtMC1 endógena se observa 

autoprocesada lo que conduce a dos posibles conclusiones: 1.- La metacaspasa NtMC1 se expresa 

constitutivamente y se autoprocesa generando complejos inactivos, los cuales requieren de un factor 

adicional para su activación ó 2.- Se expresa constitutivamente y se autoprocesa generando 
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complejos activos. En el primer caso la regulación estaría a nivel post-traduccional mientras que en 

el segundo se estaría comportando como una proteína necesaria para el mantenimiento celular.  

También se observaron bandas correspondientes a metacaspasas en N. benthamiana e incluso 

en una especie más distante como lo es Arabidopsis thaliana. Por ello se decidió investigar sobre el 

patrón de expresión en diferentes órganos de Nicotiana tabacum y N. benthamiana.  

                                                                                       

Figura 59: Patrón de expresión de metacaspasas endógenos en N. benthamiana y N. tabacum parecidas a NtMC1. 
Western blot a partir de extractos totales de proteína obtenidas de Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana y 
Arabidopsis thaliana, así como diferentes órganos. Se reveló con anti-NtMC1 y la separación se efectuó en SDS-PAGE 
12 %. 
 
 
 

En el caso de Nicotiana benthamiana se investigó el patrón de expresión en raíz, tallo, hojas, 

flor e inflorescencia. A partir del Western (Figura 60) no es posible precisar en qué órgano se 

expresa más pues no se partieron de las mismas cantidades de proteínas totales tal como lo muestra 

la tinción con rojo de ponceau. Sin embargo, el patrón de expresión y autoprocesamiento es claro en 

todos los órganos analizados. 
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Figura 60: Patrón de expresión de metacaspasas endógenas en diferentes órganos de N. benthamiana y N. tabacum. 
Western blot a partir de extractos totales de proteína obtenidas de diferentes órganos de Nicotiana tabacum y Nicotiana 
benthamiana. En ambos casos se reveló con anti-NtMC1 y la corrida se efectuó en SDS-PAGE 12 %. 
 
 
 

En Nicotiana tabacum L. el resultado es completamente reproducible (Figura 20) y reafirma 

las conclusiones enumeradas anteriormente. En este caso, la proteína se acumula en flores, brotes 

florales y hojas jóvenes y menos en raíz y hojas senescentes, aunque podría deberse a las cantidades 

de proteína totales de las que se partió en cada caso. 
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VII.  DISCUSIÓN  

 

VII. 1. Identificación de un gen de metacaspasa tipo II en Nicotiana tabacum L. y sus 

relaciones filogenéticas.   

 

Desde el descubrimiento de las metacaspasas en plantas, protozoos y hongos (Uren et al., 

2000), numerosos han sido los esfuerzos por entender su papel en la muerte celular y el mecanismo 

que regula el autoprocesamiento y la actividad del zimógeno. Sin embargo, en plantas han sido 

pocos los trabajos en los que se han relacionado directamente a las metacaspasas con la muerte 

celular programada (Suarez et al., 2004; He et al., 2008; Coll et al., 2010; Watanabe y Lam, 

2011a). Contrario al elevado volumen de información del que se dispone respecto a las propiedades 

bioquímicas de estas enzimas (Vercammen et al., 2004 y 2006; Watanabe y Lam, 2005 y 2011b; 

Bozhkov et al., 2005; Belenghi et al., 2007; He et al., 2008; Helmersson et al., 2008). Además, 

dentro de la familia Solanacea y en particular para el género Nicotiana, solo existe un reporte 

parcial para una metacaspasa tipo II de Nicotiana benthamiana (Hao et al., 2006). En el presente 

trabajo se reporta por primera vez la secuencia completa  y la caracterización parcial de un gen de 

metacaspasa tipo II en Nicotiana tabacum L. 

El polipéptido de 416 aminoácidos deducido del fragmento de 1250pb de ADNc de 

Nicotiana tabacum L. pose un tamaño y peso molecular similar al de otras metacaspasas tipo II 

reportadas en la literatura, 410 aminoácidos para AtMC4 de Arabidopsis thaliana (Watanabe y 

Lam, 2011a) y 418 para mc-PaII de Picea abies (Bozhkov et al., 2005), así como una identidad de 

secuencia del 97% con una metacaspasa tipo II de N. benthamiana (Hao et al., 2006). Los dominios 

de mayor similitud identificados a partir de los alineamientos efectuados, coinciden con regiones 

conservadas descritas para peptidasas de la familia C14 (Vierstra, 2003).  
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En adición a la homología estructural de los dominios, la designación de metacaspasas 

también se basa en la presencia de una díada conservada Histidina/Cisteína en el dominio p20 y 

del residuo de ácido aspártico conservado en el dominio p10, estos tres residuos de aminoácidos 

conforman la tríada catalítica característica de las proteasas tipo cisteíno. En la secuencia analizada 

se identificaron los segmentos HYSGH86G y DSC139HSG, los cuales contienen a los residuos 

catalíticos Histidina-86 y Cisteína-139 y a los aminoácidos de sus entornos en el dominio p20, y 

el segmento CQTD348QTSA con el residuo catalítico ácido aspártico-348 del dominio p10 

(Vercammen et al., 2004).  

Sin embargo, basado en un alineamiento con caspasas se han postulado tres residuos de 

aspárticos involucrados en la coordinación del sustrato básico de la posición P1 en lugar de un 

solo residuo (Vercammen et al., 2004), estos corresponden con Asp25, Asp137 y Asp348 en 

NtMC1 (Figura 10). Sin embargo, en nuestro modelo 3D el Asp348 queda localizado demasiado 

lejos del sitio catalítico, así como de los otros dos aspárticos (Figura 13 y 14). Por esta razón se 

propuso que el residuo Asp353 junto con el Asp25 y Asp137 forman parte del bolsillo catalítico 

S1.  

Una vez conocida la estructura primaria más probable de la proteína, se pueden predecir 

relaciones funcionales y evolutivas a través de comparaciones entre las regiones similares de las 

secuencias de aminoácidos presentes en bases de datos como NCBI, con la secuencia problema y 

el cálculo de la significación estadística de estas coincidencias. Para una correcta interpretación 

del dendrograma obtenido, es preciso tener en cuenta que el valor ubicado en el interior de la rama, 

es el valor del porcentaje con el que es aceptada la topología, donde valores del 95% o superiores 

se consideran como correctos (Tamura et al., 2007). 
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De manera general se pudieron diferenciar las caspasas de las metacaspasas, agrupándose en 

los grupos I y II las de plantas y en el III las de animales. Entre las metacaspasas comparadas, el 

grupo II incluyó a las nueve secuencias reportadas para Arabidopsis thaliana; mientras que en el 

grupo I, se asociaron el resto de las metacaspasas analizadas. Vale destacar los altos porcentajes 

(mayores de 96%) obtenidos para agrupar las caspasas humanas, las metacaspasas de Arabidopsis 

y la NtMC1 con la de N. benthamiana. Esto último reafirma la inclusión de NtMC1 dentro de las 

metacaspasas tipo II en el género Nicotiana. 

Los resultados obtenidos del agrupamiento en el grupo II, concuerdan con lo informado por 

Vercammen y colaboradores (2004), separándose las metacaspasas de tipo I (A1, 2, 3) de las de 

tipo II (A4 – 9). Similares resultados podrían esperarse en el grupo I, sin embargo, la metacaspasa 

más cercana a las del género Nicotiana fue una de tipo I, perteneciente a Solanum lycopersicum. 

Se ha propuesto un origen para las metacaspasas tipo I a partir de una transferencia horizontal de 

genes (THG) entre los endosimbiontes mitocondriales (α-protobacterias) y los eucariontes 

primitivos (Avarind y Koonin, 2002). Esta hipótesis está basada en el hecho de que estas aparecen 

en Protozoos, Hongos, Cromistas y Plantas; mientras que las de tipo II solo aparecen en plantas. 

Por lo tanto, las metacaspasas de tipo II pudieron haberse derivado de un segundo evento de THG, 

durante el establecimiento de los plástidos a partir de las cianobacterias endosimbióticas 

(Vercammen et al., 2007). Por lo tanto, la distribución filogenética observada que agrupa con un 

75% tanto al género Nicotiana como Solanum, ambos de la familia Solanacea, permite plantear la 

hipótesis de que las metacaspasas han sufrido un proceso de convergencia dentro de las familias, 

independientemente de su tipo, al menos para la familia Solanacea. Como presión selectiva podría 

estar actuando, además, un proceso de especificación dentro de la familia, que conlleve a la 

determinación de funciones diferentes de estas metacaspasas.  
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Otro elemento interesante que encontramos al analizar la estructura génica de NtMC1 fue la 

falta de intrones en su secuencia (Figura 16). En eucariontes la mayoría de los genes poseen la 

información fragmentada en secuencias denominadas exones, los cuales están separados por 

secuencias no codificantes, los intrones (Krebs et al., 2011). La presencia de intrones confiere 

diferentes ventajas: 1.- constituyen una fuente alternativa de información (“splicing” alternativo), 

2.- pueden portar elementos regulatorios adicionales, 3.- son fuente de ARN no codificante, 4.- 

constituyen el sustrato para la mezcla de exones y por tanto de generación de nueva información, 

entre otras (Fedorova y Fedorov, 2003). En tanto los genes continuos responden a otro tipo de 

presión selectiva y están relacionados con proteínas que se requieren en elevadas cantidades en un 

corto período de tiempo, como las histonas (Krebs et al., 2011). La ausencia de intrones permite 

que el ARN se traduzca inmediatamente y no tenga que sufrir procesamiento post-transcripcional. 

Para el caso de NtMC1 no esperábamos que fuese un gen continuo, dada su posible relación 

en eventos de muerte celular programada. Sin embargo, al analizar la estructura de los genes de 

metacaspasa en Arabidopsis observamos que los de tipo II poseen un corto intrón (AtMC4 – 

AtMC8) excepto la AtMC9 que no lo posee (Figura 61), mientras los genes que codifican para las 

de tipo I poseen cuatro intrones relativamente pequeños. 

En la literatura no existe información relativa a la estructura génica de otras metacaspasas ni 

de cómo podría esto influir en la regulación de las mismas, pero la reducción del número de 

intrones e incluso la ausencia de los mismos en algunos casos, sugiere un escenario para las 

metacaspasas más activo en funciones de metabolismo o mantenimiento celular de lo que se 

esperaba.  
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Figura 61: Esquema donde se representa la estructura génica de los seis genes de metacaspasas tipo II de Arabidopsis 
thaliana. Las mismas fueron obtenidas en la base de datos https://www.arabidopsis.org/  

 

 

 

VII. 2. Caracterización bioquímica de NtMC1.   

Los modelos 3D y los alineamientos múltiples de secuencias (AMS), así como el análisis 

de mutantes, nos permiten identificar los aminoácidos implicados en el sitio activo y el 

procesamiento del zimógeno. Además, el AMS muestra los residuos que se han conservado entre 

diferentes metacaspasas pertenecientes a una misma familia, así como las diferencias entre las de 

tipo I y II. Sin duda alguna estas posiciones o regiones están bajo una fuerte presión selectiva, lo 

que significa que se corresponden con regiones involucradas en el correcto funcionamiento de la 

enzima.  

https://www.arabidopsis.org/
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Cuando se sobre-expresa a NtMC1 en E. coli o transitoriamente en hojas de N. benthamiana 

el zimógeno aparece autoprocesado (Figuras 18, 19 y 22), lo cual indica que no se requiere de un 

factor adicional y que tiene que ser un proceso autocatalítico. El sitio activo de las metacaspasas y 

proteasas relacionadas está constituido por una cisteína y una histidina, ambos están conservados 

en NtMC1 (Figuras 10, 13 y 14). Cuando cualquiera de estos dos residuos es sustituido, la enzima 

se vuelve inactiva lo cual es evidente por la pérdida de actividad y capacidad de autoprocesamiento 

en E. coli y pérdida de autoprocesamiento en N. benthamiana (Figuras 18, 19 y 22). De acuerdo a 

nuestros análisis de fragmentos en expresiones transitorias el corte se da en la lisina 224. Como se 

mostró en ensayos in vitro e in vivo para AtMC4 (Watanabe y Lam, 2011b) y experimentos in vitro 

para AtMC9 (Vercammen et al., 2004) el primer corte también se da en una lisina o arginina 

equivalente en esta posición. El alineamiento múltiple de la región de NtMC1 que contiene los 

posibles sitios de corte R187 y K224 con las secuencias de AtMC4, AtMC9 y mcII-Pa (Figuras 10 

y 20) muestra que en todas las metacaspasas de plantas analizadas en esta posición se localiza una 

arginina o una lisina. Cuando la K224 es sustituida por una alanina, se pierde la capacidad de 

autoprocesamiento (Figura 21), lo cual confirma que esta lisina constituye el sitio primario de 

procesamiento en NtMC1, similar a lo que ocurre con AtMC4 y AtMC9 de Arabidopsis thaliana. 

Por el contrario, mutaciones en R187 y K270 no abatieron el procesamiento. Estos resultados 

son similares a los encontrados con la R188 y K269 de mcII-Pa de P. abies, en la cual se observó 

en ensayos in vitro que estos residuos constituyen sitios de procesamiento (Bozhkov et al., 2005). 

Contrario a K224, estos aminoácidos están menos conservados en las metacaspasas, lo que sugiere 

que podrían funcionar como sitios secundarios o alternos en determinadas metacaspasas, tal como 

se ha propuesto para AtMC4 en la que después del corte en K225 se producen cortes subsecuentes 

(Watanabe y Lam, 2011b). No obstante, no contamos con evidencia de que estos cortes ocurran in 

vivo. Es más, los cortes observados en AtMC4 podría deberse a un artificio asociado a las 
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condiciones in vitro en las que se llevó a cabo el ensayo o podría ser que in vivo se requiere de una 

señal específica que conlleve al subsecuente procesamiento de la metacaspasas en fragmentos más 

pequeños. Debido a que nuestros ensayos se llevaron a cabo también en hojas de N. benthamiana 

consideramos que son condiciones que simulan mejor la realidad del entorno en que se procesan 

la metacaspasas. 

Como se mencionó anteriormente, a partir del análisis del modelo 3D se propone a los 

aspárticos Asp25, Asp137 y Asp353 de NtMC1 forman parte del sitio S1 y coordinan el sustrato 

básico. A partir del alineamiento mostrado en la Figura 10 se puede observar que el Asp348 y 

Asp353 se corresponden con los Asp260 y Asp266, los cuales forman parte del lazo-280 de la 

metacaspasa MCA2 de T. brucei (McLuskey et al., 2012). Este lazo constituye una región 

desordenada dentro de la subunidad p10 de MAC2 y podría estar implicado en la unión al sustrato. 

También se sabe que el Ca2+ induce un cambio conformacional en este lazo lo que permite 

estabilizar el sustrato en el sitio activo (McLuskey et al., 2012). Por otro lado, la metacaspasa Yca1 

de levadura posee un lazo equivalente, el L3 y que funciona como la base del surco donde se une 

el sustrato en el sitio S1 (Wong et al., 2012). 

 Curiosamente, la secuencia consenso SGCXDXQTSADV (los residuos subrayados 

corresponden con los Asp348 y Asp353 de NtMC1) se localiza en el extremo N-terminal de las 

metacaspasa tipo III (Choi y Berges, 2013). Esta secuencia no solo está bien conservada en las 

metacaspasas tipo I y II (consenso para las de tipo I: SGCDDDQTSADT y para tipo II: 

SGCQTDQTSADA), sino también en hongos, bacterias y T. brucei. Esta secuencia consenso 

forma parte del lazo-280 de MCA2 y del L3 de Yca1, lo que sugiere que esta región es importante 

para la actividad de las metacaspasas.  

Se debe notar que el Asp353 está más conservado que el Asp348 en las metacaspasas de 

plantas. El Asp353 está representado en todas las posiciones equivalentes de todas las 
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metacaspasas de tipo II analizadas (Figura 10) y en casi todas las de tipo I, con AtMC3 como la 

única excepción. Por el contrario, numerosas metacaspasas de tipo I y II han perdido durante la 

evolución el aspártico en la posición 348.  

Al evaluar la posible relación del Asp348 en la formación del bolsillo S1 a través del análisis 

de la actividad y capacidad de autoprocesamiento de los mutantes NtMC1-D353A y NtMC1-

D353R, tanto en E. coli como en expresión transitoria en hojas de N. benthamiana, encontramos 

que ambos mutantes se comportaron similar al silvestre en cuanto al autoprocesamiento (Figuras 

48, 49, 51 y 53). En tanto NtMC1-D353R mostró un aumento significativo en la actividad (Figuras 

48, 49, 51). Por otro lado, la substitución del Asp348 por Ala no tuvo efecto sobre el procesamiento 

ni actividad (Figura 53), pero el cambio por una arginina implicó una alteración del sitio de 

procesamiento y un decremento significativo en la actividad (Figuras 48 y 51). Con estos datos y 

la ausencia de la estructura cristalográfica de NtMC1 no es posible llegar a una conclusión clara, 

pero podemos especular en base a la secuencia y las estructuras informadas para MCA1 de T. 

brucei y Yca1 de levadura. Así, la substitución de un aspártico por una arginina en una región 

equivalente de lazada en NtMC1 conduciría a cambios conformacionales alostéricos lo que 

implicaría cambios directos en la actividad de la metacaspasa. Sin embargo, más difícil de explicar 

es el por qué este tipo de cambio también altera el sitio de autoprocesamiento. No obstante, un 

análisis detallado de la secuencia que flanquea la K224 muestra la presencia de numerosos 

aminoácidos básicos cuyo corte generarían fragmentos de menor tamaño como los observados a 

nivel de proteína (Figura 62).  

          
Figura 62: Fragmento de la secuencia de la región unidora de NtMC1. Con la flecha azul se señala la lisina 224 que 
constituye el sitio primario de procesamiento, con flechas rojas están marcados los posibles sitios alternativos que se 
cortan cuando se cambia el aspártico 348 por una arginina generándose fragmentos más pequeños. 
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En tal sentido, la alteración conformacional podría provocar un desplazamiento de la 

secuencia y por tanto que se reconociera una lisina alternativa. Finalmente, el hecho de que los 

dobles mutantes de aspárticos NtMC1-D348AD353A y NtMC1-D348RD353R sean inactivos 

(Figuras. 3 y 4) indica que cualquiera de estos aminoácidos puede ser usado en el S1 para coordinar 

el sustrato.  

Como se mencionó anteriormente, el Ca2+ induce cambios conformacionales en el lazo-280 

que contiene los aspárticos equivalentes al Asp348 y Asp353. Esta podría ser la razón del por qué 

aún cuando el Asp348 aparece alejado en el modelo 3D, en presencia de Ca2+ el lazo podría 

desplazarse acercándolo al sitio activo. Sin embargo, la respuesta definitiva vendrá con la 

resolución de la estructura cristalográfica de NtMC1. Vale la pena mencionar que los residuos 

involucrados en la coordinación del Ca2+ en la MCA2 de T. brucei están conservados en NtMC1 

(Asp103, Asp116, Asp117 y Asp146) (Figura 10). 

Watanabe y Lam (2011(b)) demostraron en un ensayo in vitro que AtMC4 sufre un 

autoprocesamiento predominantemente intramolecular. En el ensayo que llevamos a cabo para 

determinar la forma de procesamiento de NtMC1 en un sistema de expresión transitoria 

encontramos resultados similares. En este sentido la forma silvestre NtMC1 no fue capaz de 

procesar una versión mutante con la que se co-expresó (Figuras 31 y 32). Este resultado indica que 

la lisina 224 solo está accesible al sitio activo del complejo del cual forma parte, lo cual sugiere 

que la región unidora o parte de ella están localizada dentro del sitio S1 (Figura 63). Esto podría 

constituir un mecanismo de control de la actividad, pues el lazo estaría bloqueando el sitio activo 

y solo cuando se produce el corte en K224 se desplazaría permitiendo la entrada del sustrato.  
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Figura 63: Representación esquemática de dos zimógenos de NtMC1. Se muestra a la región unidora plegada dentro 
del sitio activo formado por p20 y p10, lo que impide que la K224 sea accesible a otra molécula y por tanto los cortes 
en este sitio son siempre intramoleculares. 

 

También se analizó la posible interacción entre dos complejos activos al co-expresar una 

mutante en la subunidad p20 (NtMC1-C139V) con un mutante en el p10 (NtMC1-D348RD353R), 

ambas inactivas. En los resultados obtenidos no se logró detectar el fragmento de 29 kDa que se 

genera durante el autoprocesamiento, lo que sugiere que no se producen eventos de 

complementación entre los diferentes complejos (Figura 33). Este resultado es congruente con la 

falta de interacción entre dos complejos observada en el ensayo de inmunoprecipitación (Figura 

36), lo que sugiere que NtMC1 funciona como un heterodímero p20p10. 

 En experimentos con AtMC4 en los que se mezclaron los fragmentos p20 y p10 obtenidos 

de manera recombinante no se logró reconstituir un complejo activo (Watanabe y Lam, 2011b). 

En nuestros ensayos in vitro con estos fragmentos encontramos que carecían de actividad y 

tampoco fuimos capaces de reconstituir un complejo activo a partir de una mezcla de p20 y p10 

obtenidos de manera recombinante (Figura 43). También se intentó sin resultado positivo, 

demostrar la interacción de p20 y p10 mediante un sistema de dos híbridos en levaduras. A partir 

de estos datos podemos proponer que: los fragmentos p20 y p10 se pliegan incorrectamente cuando 

se expresan en E. coli lo cual impide que interactúen, o es necesaria la región unidora actuando 

como una bisagra entre p20 y p10 para la formación de un complejo funcional o simplemente es 
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necesaria la síntesis del zimógeno completo para que se plieguen correctamente p20 y p10. Ya 

vimos anteriormente que esta región también podría ser importante para regular la entrada de los 

sustratos al sitio activo. 

 

VII. 3. Asignación de posibles funciones y mecanismo de acción de NtMC1.   

El papel más importante que se le ha asignado a las metacaspasas en plantas está asociado a 

la MCP por cuatro razones fundamentales: 1) Poseen un origen común con las caspasas, 2) la 

ausencia de homólogos cercanos a caspasas en plantas, 3) la proliferación de genes codificadores 

para metacaspasas en el genoma de las plantas es una imagen semejante a la proliferación de las 

caspasas en los genomas de animales y 4) la fusión de las metacaspasas de plantas tipo I con un 

dominio de dedos de Zn2+ también presente en LSD1, el cual constituye un regulador de la 

Respuesta Hipersensible en plantas. Por todo ello, es de esperar que las metacaspasas de plantas 

posean una función similar a las caspasas (Aravind y Koonin, 2002). 

En Arabidopsis thaliana de las 6 metacaspasas tipo II que posee, la AtMC8 está involucrada 

en respuesta ante estrés oxidativo y radiación ultravioleta (He et al., 2008) mientras que AtMC4 

participa en respuestas al estrés inducido por la toxina fúngica fumonisina B1 así como al estrés 

oxidativo (Watanabe y Lam, 2011b). En el caso de las de tipo I, se conoce del efecto antagónico 

entre AtMC1 y AtMC2, está última posee una función anti-muerte celular independiente de su 

sitio activo (Coll et al., 2010). También la mcII-Pa de Picea abies se ha reportado asociada a los 

eventos de muerte celular programada que ocurre en el suspensor durante la embriogénesis (Suárez 

et al., 2004). Sin embargo, también se ha informado de la participación de metacaspasas en otros 

eventos celulares como regulación del ciclo celular y reciclaje de proteínas mal plegadas o dañadas 

durante situaciones de estrés en Saccharomyces cerevisiae (Madeo et al., 2009; Chahomchuen et 
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al., 2009; de Castro et al., 2011), Trypanosoma brucei (Helms et al., 2006) y Leishmania major 

(Ambit et al., 2008). Estas “nuevas” funciones en las que están involucradas las metacaspasas en 

organismos unicelulares  podrían dar una idea de cómo han evolucionado los genes de MCP. 

Probablemente éstos se originaron asociados al control de la síntesis de proteína y del ciclo celular 

en organismos procarióticos, actividad que fue heredada a las células eucarióticas ancestrales para 

posteriormente adquirir una función directa en la muerte celular programada asociada a la 

diferenciación con el surgimiento de los organismos pluricelulares (Liu, 2014). 

Hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular por el cual actúan las metacaspasas. 

Lo que sí sabemos es que parece ser totalmente diferente al de las caspasas pues reconocen 

sustratos básicos en lugar de ácidos (Bonneau et al., 2008), se autoprocesan de manera 

intramolecular y no intermolecular (Watanabe y Lam, 2011b; Acosta et al., 2014) y forman 

complejos activos monoméricos al menos las de tipo I (p20p10), mientras las caspasas son activas 

en forma dimérica (p20)2(p10)2 (Crawford y Wells, 2011).  

La activación Ca2+- dependiente observada en algunas metacaspasas tipo II en ensayos in 

vitro constituye otra característica distintiva. NtMC1 es capaz de autoprocesarse en ausencia de 

elevadas concentraciones de calcio al sobre-expresarla en E. coli o en hojas de N. benthamiana. 

Sin embargo, in vitro la actividad enzimática es estrictamente dependiente del catión en 

concentraciones mayores a 1 mM (Figura 42; Watanabe y Lam, 2011a), el cual también promueve 

el total procesamiento del zimógeno (Figura 41). Un comportamiento similar se ha descrito para 

la AtMC4, AtMC5 y AtMC8 de A. thaliana (Zhang y Lam, 2015) y mcII-Pa de P. abies (Bozhkov 

et al., 2005). No obstante, poco se conoce de la importancia del Ca2+ para la regulación de las 

metacaspasas in vivo donde las concentraciones están en el orden de µM (Bush, 1995). En tal 

sentido se han planteado dos hipótesis para tratar de explicar esta aparente contradicción: 1- 

Factores celulares adicionales podrían sensibilizar las metacaspasas al Ca2+, requiriendo 
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concentraciones mucho menores del cofactor y 2- las elevadas concentraciones de Ca2+ in vitro 

podrían estar mimetizando o inhibiendo ciertas interacciones proteína – proteína que normalmente 

ocurren in vivo durante la activación de las metacaspasas (Zhang y Lam, 2015). 

NtMC1 no solo mostró dependencia del calcio para procesar eficientemente el sustrato 

sintético Boc-Gly-Arg-Arg-AMC sino también para procesar in vitro el fragmento p20-Lk y 

liberar la subunidad p20 (Figuras 44 y 46). Este corte parece estar mediado por un sitio activo 

alternativo generado por la interacción de p20-Lk con la subunidad p10 del complejo silvestre, 

debido a que un mutante en la C139 de p20-Lk es incapaz de procesarse (Figura 45). La formación 

de este sitio podría explicar el aumento observado en la actividad de NtMC1 cuando se mezcla con 

p20 (Figura 44). Esta interacción resulta interesante, pero podría no ser más que un artificio por 

las condiciones in vitro en las que se llevó a cabo el experimento, pues en los ensayos de co-

expresión transitoria en hojas de N. benthamiana no se observó procesamiento de p20-Lk por 

NtMC1 (Figura 57) y tampoco fuimos capaces de detectar interacciones entre diferentes complejos 

en el ensayo de inmunoprecipitación (Figura 36). Otra posible explicación a estas contradicciones 

sería que la interacción se dé solo bajo determinadas condiciones de estrés que son mimetizadas 

por las altas concentraciones de calcio in vitro y que no fueron probadas en nuestros ensayos in 

vivo. 

En el caso de los fragmentos p10 se observó un comportamiento diferente, pues en los 

ensayos in vitro ninguno de los tres fragmentos (p10, SLP-p10 y L-p10) constituyó sustrato para 

NtMC1 ni tampoco tuvieron un efecto significativo en la actividad de la misma (Figura 47). Sin 

embargo, si resultó interesante la potente actividad lítica de SLP-p10 sobre E. coli (Figura 26). No 

existe en la literatura informes relacionados con una actividad similar de alguna metacaspasa o sus 

productos. La idea de que p20 pueda funcionar como una subunidad potenciadora de la actividad 

mientras SLP-p10 podría constituir un efector directo actuando en la eliminación de patógenos 
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resulta más que atractiva, sin embargo habría que demostrarlo in vivo. Justamente en un ensayo de 

expresión transitoria encontramos otro dato contradictorio, el L-p10 es claramente procesado por 

NtMC1 (Figura 57).  

El L-p10 es un fragmento que contiene la K224 y por tanto no se genera de manera natural 

por el procesamiento del zimógeno a diferencia del p20-Lk. Si bien, no contamos con los 

elementos para dar una explicación satisfactoria a estas diferencias, podemos especular que en 

condiciones de crecimiento normal y en un ambiente celular adecuado (posiblemente un factor 

estabilizador) el complejo autoprocesado de NtMC1 sería capaz de reconocer y procesar sustratos 

que poseen una secuencia similar a YVKSKSLPL (la letra subrayada se corresponde la lisina 224). 

No sólo sería necesaria la presencia de la secuencia o una similar sino también que esté accesible 

y espacialmente quepa en el bolsillo S1 de la enzima, por estas razones podríamos pensar que el 

número de moléculas que cumplirían estas condiciones serían reducidas, sino es que también 

constituye un artificio el procesamiento del fragmento que naturalmente no existe. Por otro lado, 

esto podría constituir un mecanismo de control para evitar el procesamiento de moléculas durante 

el desarrollo normal de la célula. Sin embargo, bajo determinadas condiciones de estrés podrían 

inducirse cambios conformacionales o darse nuevas interacciones proteína – proteína, lo que 

permitiría el reconocimiento y procesamiento de una amplia gama de sustratos.  

Tomando en cuenta está hipótesis podríamos asumir que la falta de procesamiento en el 

ensayo in vitro de L-p10 en ausencia de calcio se debe a que no está el factor estabilizador del 

sustrato, presente en  una célula vegetal pero no en una de E. coli. En tanto cuando se adiciona el 

calcio se estaría mimetizando una condición de estrés en la que el complejo estaría en su forma 

activada y por tanto reconociendo nuevas secuencias de corte. Es importante destacar el hecho de 

que no existen otros reportes donde se analice la relación de las metacaspasas con sus formas 

procesadas, por lo que la interpretación de estos resultados podría cambiar en un futuro. 
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El patrón de expresión de la NtMC1 endógena coincide con el de AtMC4 (Watanabe y Lam, 

2011a) y sugiere un mecanismo de regulación básicamente a nivel pos-traduccional. Por ello 

además de la regulación del procesamiento y actividad mediada por calcio se predijeron los 

posibles sitios de fosforilación y glicosilación ya que modificaciones a este nivel influyen 

directamente en la actividad biológica de las proteínas. En tal sentido, la T (treonina)-387 

constituye el sitio con mayor probabilidad de ser fosforilado por la Proteína Kinasa C (PKC). Esta 

forma parte de una familia de kinasas serin-treonina dependientes de fosfolípidos, con alrededor 

de 10 isoformas. Sus funciones precisas no se conocen hasta el momento, pero se acepta que las 

PKC constituyen elementos centrales en las vías de transducción de señales involucradas en las 

respuestas inmunes adaptativas de mamíferos (Mellor y Parker, 1998). Sin embargo, las funciones 

de PKC en respuestas de defensa no están restringidas solamente a animales, ya que se ha 

demostrado su implicación en la resistencia de plantas ante determinados patógenos. Por ejemplo, 

estudios realizados en plantas de tomate infectadas con hongos inician una serie de mecanismos 

de defensa, incluidos cambios estructurales en la pared celular, síntesis de enzimas hidrolíticas y 

compuestos antifúngicos. La activación de estos mecanismos está mediada por una activación 

secuencial de dos cinasas de serina-treonina, la primera, una cinasa similar a PKC y la segunda, 

una cinasa similar a las dependientes de calmodulina (Xing et al., 1996). 

Adicionalmente, se encontraron otros sitios con menor puntuación que pueden ser 

fosforilados por las quinasas Proteína cinasa A (PKA) y Caseína cinasa 2 (CK2) y el receptor del 

factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR). La PKA es una proteína dependiente de AMP cíclico, 

cuyas funciones en plantas se han asociado a respuestas defensa frente al ataque de patógenos 

(Yoshitaka et al., 2001). Por otro lado, la CK2 es una proteína ubicua que pertenece a una 

subfamilia de cinasas de serina-treonina independientes de calcio, conservada en todos los 

eucariontes (Litchfield, 2003, Meggio y Pinna, 2003). Son esenciales para la viabilidad celular, 
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estando involucradas en procesos tales como proliferación celular, diferenciación y apoptosis 

(Murtas y Millar, 2000; Ahmed et al., 2002, Guo et al., 2001, Litchfield, 2003; Riera et al., 2003). 

Por otro lado, no se encontraron sitios propensos a ser glicosilados por lo que descartamos este 

tipo de modificación en la molécula.  

Otro elemento importante para entender el mecanismo de las metacaspasas es su localización 

celular. Se ha planteado una localización mitocondrial y cloroplástica para las de tipo I (Sanmartín 

et al., 2005), mientras que las de tipo II son predominantemente citosólicas (van der Hoorn y Jones, 

2004; Sanmartín et al., 2005). De acuerdo a los resultados del programa SignalP 3.0 que se 

muestran en la Figura 28, la proteína NtMC1 no posee péptido señal (valor pequeño de puntuación 

Y). Por otro lado, tampoco se predijeron señales de anclaje a membrana. Estos resultados fueron 

confirmados con los obtenidos por los programas TargetP versión 1.1, SOUSI y TMpred; donde 

además TargetP predice que NtMC1 no posee señales de tránsito a cloroplasto o mitocondria, 

mientras SOUSI y TMpred indican que no posee regiones transmembrana. Los ensayos de 

expresión transitoria de NtMC1 fusionada a GFP en hojas de N. benthamiana y observadas al 

confocal son congruentes con las predicciones in sílico. NtMC1 se localizó en el citoplasma celular 

(Figura 29) pero muy próxima a la membrana plasmática, estos datos también coinciden con los 

informados para AtMC4 (Watanabe y Lam, 2011a).  

A partir de los datos obtenidos no podemos precisar cuan  próximo a la membrana se localiza 

la proteína o incluso si existe algún tipo de interacción. Las predicciones muestran ausencia de 

regiones transmembranas o regiones hidrofóbicas que pudieran interactuar directamente con la 

membrana plasmática, sin embargo, podría existir interacción con alguna proteína membranal o 

simplemente podría estar interactuando no covalentemente con la misma, lo cual podría explicar 

las dificultades para extraer la proteína empleando amortiguadores con detergentes suaves (Figuras 

30 y 34). 
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 Los resultados obtenidos no nos permiten asignarle categóricamente una función a NtMC1. 

Sin embargo, atendiendo al análisis filogenético y su estrecha cercanía a la metacaspasa AtMC4 

de Arabidopsis thaliana, a los diferentes parámetros físico-químicos, la localización celular, al 

patrón de expresión de la endógena y a las posibles modificaciones post-traduccionales por 

fosforilación, podría estar asociar a vías de respuesta a estrés. No obstante, se deben llevar a cabo 

más ensayos in vivo que permitan elucidar las funciones biológicas de la misma. 

A partir de todos los datos obtenidos tanto in vitro como in vivo, diseñamos un modelo 

(Figura 64) de cómo podría estar regulándose y funcionando NtMC1. Primeramente, se tiene que 

dar la síntesis completa del zimógeno, al parecer la región unidora es importante para el correcto 

plegamiento de p20 y p10 y/o para acercar las subunidades y que estas interactúen. En el zimógeno 

recién sintetizado el sitio activo está bloqueado pues es incapaz de procesar sustratos, lo más 

probable es que la región unidora está ocupando este sitio lo que permite que se dé un corte 

intramolecular en la lisina K224, generando una población de moléculas procesadas “inactivas”. 

Estos complejos generados durante condiciones normales de desarrollo celular podrían ser capaces 

de reconocer un reducido número de sustratos. Sin embargo, bajo ciertas condiciones de estrés se 

elevarían las concentraciones de calcio intracelular o aparecerían ciertos factores sensibilizadores 

que promoverían la activación del complejo. Esto podría implicar cambios conformacionales en 

NtMC1 estabilizándose los sustratos en el sitio S1, dentro de estos podría encontrarse la propia 

subunidad p20-Lk generada por el corte en la K224. Para AtMC4 se ha informado un posible 

mecanismo de autodegradación por cortes secuenciales posteriores al de K225 (Watanabe y Lam, 

2011b).  Sin embargo, en nuestros ensayos in vitro con NtMC1 no fuimos capaces de observar la 

inhibición de la actividad al pre-incubar con 5 mM de cloruro de calcio la enzima (Figura 54), 

aunque a mayores concentraciones en los westerns si desaparece la proteína (Figura 41) lo que 

podría sugerir un proceso de autodegradación. Los nuevos fragmentos p20 generados por el 
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procesamiento de p20-Lk podrían asociarse a las subunidades p10 lo que generaría complejos con 

dos sitios activos en lugar de uno y por tanto serían más eficientes en el procesamiento de los 

sustratos. En tanto el fragmento SLP-p10 generado también durante el autoprocesamiento en K224 

y que no está formando un complejo podría estar involucrado en la defensa contra patógenos por 

sus propiedades líticas. 

                           MODELO PROPUESTO PARA NtMC1 

 

 
Figura 64: Modelo propuesto para NtMC1. Para obtener una molécula funcional se tiene que sintetizar completo el 
zimógeno, el cual se pliega de tal forma que la región unidora queda dentro del sitio activo formado por las 
subunidades p20 y p10. Esto bloquea la entrada de otros sustratos hasta que se da un corte en la K224. Este corte es 
estimulado por calcio in vitro pero no se conoce que lo promueve in vivo. El corte promueve un desplazamiento de la 
secuencia unidora permitiendo la entrada de otros sustratos, los cuales solo son procesados in vitro en presencia de 
calcio, posiblemente porque promueve cambios conformacionales que estabilizan el sustrato en el sitio activo. Uno 
de los posibles sustratos de NtMC1 parece ser p20-Lk, lo que genera la liberación de la subunidad p20 la cual parece 
interactuar con el p10 del complejo p20p10 y formándose un sitio activo alternativo que conduce al aumento en la 
actividad enzimática. Por otro lado el fragmento SLP-p10 generado por el corte en K224 posee un potente efecto lítico 
sobre E. coli, por lo que podría constituir una molécula efectora importante durante el ataque de diferentes patógenos. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 

- Se identificó un nuevo gen de metacaspasa tipo II en Nicotiana tabacum L. sometida a 

estrés por herida, aunque el análisis del patrón de expresión sugiere que se expresa y 

autoprocesa constitutivamente en diferentes órganos de la planta. Además, constituye el 

primer reporte de su tipo para la especie y la primera secuencia completa disponible para el 

género. 

- El mecanismo de activación es diferente al de las caspasa animales, pues el corte para 

activar el zimógeno es estrictamente intramolecular, aunque desconocemos los factores 

que inducen al mismo. 

- El sitio activo de la metacaspasa está constituido por aminoácidos de la subunidad p20 y 

p10, existiendo redundancia de función en los ácidos aspárticos localizados en las 

posiciones 348 y 353. No obstante, al menos uno de éstos siempre debe estar presente para 

que el sitio sea funcional. Además, la sustitución de estos aspárticos por argininas, altera 

drásticamente la actividad de la proteasa.  

- La región unidora o “linker” parece tener dos funciones: garantizar la interacción de las 

subunidades p20 y p10, y regular la actividad del complejo al bloquear el sitio activo y no 

permitir la entrada de sustratos. 

- El complejo activo, bajo condiciones normales de crecimiento es un monómero, lo cual 

constituye otra diferencia con las caspasas. In vitro, elevadas concentraciones de calcio en 

el medio inducen interacciones entre el monómero activo y subunidades p20, generándose 

sitios activos alternativos, lo que conduce a un aumento de la actividad. 
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- Los sustratos de NtMC1 son aminoácidos básicos (argininas y lisinas) en la posición P1, 

mientras que las caspasas cortan en aminoácidos ácidos. El primer sitio de corte y 

regulación lo constituye la lisina de la posición 224, ya que cualquier alteración de este 

aminoácido abate la actividad de la enzima. 

- El fragmento SLP-p10, generado por el autoprocesamiento de NtMC1 posee un marcado 

efecto lítico sobre Escherichia coli, aunque no se cuenta con todos los elementos para 

proponerlo como una subunidad efectora contra el ataque de patógenos. 

- NtMC1 parece estar implicada en procesos de homeostasis durante el crecimiento de las 

células vegetales en condiciones normales, debido a su expresión y autoprocesamiento 

constitutivo y ubicuo, así como a la ausencia de intrones en su estructura.  

- Por todos los elementos antes señalados podemos concluir que la metacaspasa NtMC1 no 

constituye un ortólogo de caspasa en Nicotiana tabacum L. Se requiere de nuevos 

experimentos para elucidar completamente el mecanismo bioquímico, así como la 

identificación de los substratos naturales. 
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alignment (MSa), and protein fold-recognition studies, we 
provide compelling evidences that ntMc1 is a plant meta-
caspase type II, and predict its 3D structure using the crys-
tal structure of two type I metacaspases (Mca2 and Yca1) 
and gsu0716 protein from Geobacter sulfurreducens as 
template. analysis of the predicted 3D structure allows us 
to propose asp353, at the putative p10 subunit, as a new 
member of the aspartic acid triad that coordinates the P1 
arginine/lysine residue of the substrate. nevertheless, site-
directed mutagenesis and expression analysis in bacteria 
and Nicotiana benthamiana indicate the functionality of 
both asp348 and asp353. through the co-expression of 
mutant and wild-type proteins by transient expression in 
N. benthamiana leaves we found that polypeptide process-
ing seems to be intramolecular. Our results provide the first 
evidence in plant metacaspases concerning the functional-
ity of the putative p10 subunit.

Keywords autoprocessing · cell death · Protein 
modeling · transient expression

Abbreviations
aMc  7-amino-4-methylcoumarin
IPtg  Isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside
MSa  Multiple sequence alignment
PcD  Programmed cell death
race  rapid amplification of cDna ends

Introduction

Programmed cell death (PcD) is an integral part of the cell 
development and occurs also in response to cellular insults. 
In animals, apoptosis is one of the three major types of cell 
death described so far. the other two are autophagy and 

Abstract Metacaspases are cysteine proteases present 
in plants, fungi, prokaryotes, and early branching eukary-
otes, although a detailed description of their cellular func-
tion remains unclear. currently, three-dimensional (3D) 
structures are only available for two metacaspases: Trypa-
nosoma brucei (Mca2) and Saccharomyces cerevisiae 
(Yca1). Furthermore, metacaspases diverged from animal 
caspases of known structure, which limits straightforward 
homology-based interpretation of functional data. We 
report for the first time the identification and initial char-
acterization of a metacaspase of Nicotiana tabacum l., 
ntMc1. By combining domain search, multiple sequence 
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necrosis. In contrast to animal cells, plant cells do not pre-
sent apoptosis, since the existence of the cell wall makes 
the requirement of apoptotic bodies unnecessary. In addi-
tion, phagocytic cells are absent in plants. Based on mor-
phological criteria, two main classes of PcD are recog-
nized in plants: vacuolar cell death and necrosis (van Doorn 
et al. 2011). central components of the apoptotic machin-
ery are caspases, a family of cysteine proteases that cleave 
proteins after aspartic acid residues (the P1 residue) (Shi 
2002). caspases are synthesized as inactive precursors con-
sisting of a large (p20) and small (p10) subunit, which sub-
sequently assemble in an active p202p102 heterotetramer 
(Shi 2002).

In plants, molecular mechanisms of PcD are poorly 
understood. Several events commonly observed during 
animal apoptosis, such as cell shrinkage, blebbing of the 
plasma membrane, condensation of the nucleus, and frag-
mentation of Dna, have been also described in plants 
when PcD occurs (reape and Mccabe 2008). However, 
our knowledge on molecules involved in the execution of 
PcD in plants is limited. Plants do not have close homo-
logues of caspases, but possess phylogenetically distant 
families of cysteine proteases termed metacaspases and 
vacuolar processing enzymes. these caspase-like enzymes 
are unified in the clan cD, and use a catalytic cysteine that 
is activated by a catalytic histidine for nucleophilic attack 
(cambra et al. 2010).

Based on their sequence and structural features, meta-
caspases have been classified as type I, type II (Uren et al. 
2000), and more recently type III (choi and Berges 2013). 
type I metacaspases have an n-terminal extension, while 
type II lack such an extension but hold a linker region 
between the putative p20 and p10 subunits (Uren et al. 
2000; Vercammen et al. 2004). type III metacaspases are 
found in phytoplankton and show a rearrangement of n- 
and c-terminus. although not demonstrated yet, in anal-
ogy to animal caspases, the combination of p20 and p10 
subunits would form the catalytic domain of metacas-
pases. In contrast to caspases, metacaspases cleave pro-
teins after arginine or lysine residues (Vercammen et al. 
2004; Watanabe and lam 2005). the P1 preference of 
these proteases is determined by the amino acids forming 
the S1 pocket (Fuentes-Prior and Salvesen 2004). Based 
on sequence comparison, Vercammen et al. (2004) sug-
gested that the atMc9 residues asp32 and asp145 in the 
p20 subunit and asp254 located in the p10 subunit form 
the S1 pocket that coordinate the P1 arginine/lysine resi-
due of the substrate.

active roles in stress responses, like plant defense (coll 
et al. 2010; Watanabe and lam 2011a) or UV-induced cell 
death (He et al. 2008) and in PcD occurring during embry-
ogenesis in Picea abies (Suarez et al. 2004), have dem-
onstrated the presence of metacaspases. nevertheless, a 

detailed description of their cellular function and substrates 
remains enigmatic, with the only exception of a tudor 
staphylococcal nuclease protein (Sundström et al. 2009).

currently, nine metacaspase genes of the Arabidopsis 
thaliana genome are annotated in databases: three of type I 
(atMc1 to atMc3) and six of type II (atMc4 to atMc9) 
(Vercammen et al. 2004). In addition, other plant metacas-
pases have been reported in species like Solanum lycoper-
sicum Mill (Hoeberichts et al. 2003) or Picea abies (Suarez 
et al. 2004). However, considering the Nicotiana genera, 
only one partial sequence of a type II metacaspase has been 
described in N. benthamiana so far (Hao et al. 2007).

the A. thaliana type II metacaspases, atMc4 and 
atMc9, are two of the most studied in plants and their 
n-terminal tagged versions have been overproduced in 
Escherichia coli for biochemical characterization (Ver-
cammen et al. 2004; Watanabe and lam 2011b). Upon 
overproduction in bacteria both metacaspases undergo 
self-processing. For these two proteins, site-directed 
mutagenesis studies have shown that: (1) replacement of 
catalytic cys139 in atMc4 or the corresponding cys147 in 
atMc9 by alanine residues, suppressed autocatalytic activ-
ity and (2) mutant atMc9-r183a or atMc4-K225g at the 
autoprocessing site, remained as uncleaved zymogens and 
no protease activity was observed (Vercammen et al. 2004; 
Watanabe and lam 2011b).

the crystal structures of Mca2 from T. brucei (Mclus-
key et al. 2012) and Yca1 from S. cerevisiae (Wong et al. 
2012), both type I metacaspases, have been determined. 
Interestingly, the two structures contain an extra pair of 
β-strands, in addition to those present in caspases. this 
particular structural property prevents the formation of 
a dimer; therefore, in contrast to what was observed for 
caspases, the active type I metacaspase is a monomer 
(Mcluskey et al. 2012; Wong et al. 2012). Most metacas-
pases studied at present require ca2+ for in vitro activity 
(Bozhkov et al. 2005; Watanabe and lam 2011b; Zhang 
and lam 2011; Piszczek et al. 2012; Mcluskey et al. 
2012; Wong et al. 2012). In Mca2, the ca2+ binding 
site was mapped to four aspartic acid residues (asp173, 
asp189, ap190 and asp220). ca2+ induces an allosteric 
conformational change that stabilizes substrate binding 
(Mcluskey et al. 2012).

comparative protein structure modeling is a useful 
technique in the field of bioinformatics. Indeed, combin-
ing multiple sequence alignment (MSa), with site-directed 
mutagenesis results and 3D structure information, would 
be an invaluable aid to understand metacaspases function. 
the present study reports the cDna cloning, sequencing, 
in silico and in planta characterization of Nicotiana taba-
cum l. metacaspase, termed ntMc1. We also propose a 
structural model of ntMc1 and hypothesize about its func-
tional residues asp25, His86, asp137, cys139, asp348, 
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and asp353. these results might contribute to understand 
the structure–function relationship of plant metacaspases. 
Finally, the expression of ntMc1 and mutant variants of 
this protein in E. coli and N. benthamiana allows us to ana-
lyze the requirements for autoprocessing and activity of 
this enzyme.

Materials and methods

Plant material

commercial tobacco H2.1.1 seeds (Nicotiana tabacum 
l.) were kindly provided by the Institute of tobacco 
research, Havana, cuba. the seeds were surface steri-
lized with 1 % (w/v) calcium hypochlorite. to ensure 
germination, the seeds were grown in MS medium 
(Murashige and Skoog 1962) for 15 days in a growth 
chamber (25 °c/20 °c, 14/10 h day/night cycle, light 
intensity 150 μmol m−2 s−1). after this time, seedlings 
were transplanted to pots filled with Metromix® 702 sub-
strate (50–60 % composted pine bark fines, 15–25 % peat 
moss, 10–15 % vermiculite, and 5–15 % perlite), put-
ting one seedling per pot, and the pots were moved into a 
greenhouse with enough water supplies. leaves of 30-day 
old tobacco plants were collected, frozen in liquid nitro-
gen, and kept at −70 °c until processed.

total rna extraction

total rna was isolated from 100 mg of tobacco leaves 
using trizol reagent (Invitrogen), following the manufac-
tures protocol. rna was quantified by nanoDrop nD-1000 
(nanoDrop technologies, Inc.) and the integrity of the 
rna was assessed on a 1 % (w/v) agarose-formaldehyde 
gel.

generation of full-length metacaspase gene

total rna obtained was reverse transcribed using Molo-
ney Murine leukemia Virus reverse transcriptase (Invitro-
gen) and oligo (dt) 12–18 primer following the manufac-
turer’s instructions. to amplify a metacaspase cDna, we 
used degenerate upper and lower primers (Supplemental 
table S1) previously described by castillo-Olamendi et al. 
(2007). the Pcr reaction was as follows: 95 °c/5 min, 40 
cycles of 95 °c/30 s, 50 °c/30 s, 68 °c/1 min, and one 
cycle of 72 °c/10 min. a Dna fragment with the expected 
size, 182 base pairs (bp), was inserted into pgeM-t easy 
(Promega) and sequenced. the obtained sequence was 
compared against the national center for Biotechnol-
ogy Information (ncBI) database, using the BlaSt web 
server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). to get the missing 

5′ and 3′ ends of the cDna, the rapid amplification of 
cDna ends (race) technique was employed. For the 5′-
race, two nested oligonucleotides were used: race5-
143 and race5-n4, and for the 3′-race a single primer, 
nt2B-F282, combined with oligo (dt) (Supplemental 
table S1). the nucleotide sequence of the putative meta-
caspase cDna was determined by sequencing the Pcr 
products.

computational analysis of ntMc1 sequence

all databases and software used in the present study are 
available on the World Wide Web. Sequences of metacas-
pases from other plants were retrieved from the genBank. 
Position-Specific Iterated BlaSt against the non-redun-
dant database (ncBI-nr; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
was used for sequence comparisons. clustalW2 program 
(larkin et al. 2007) with default settings was used to obtain 
a multiple sequence alignment (MSa) of metacaspases. 
aligned sequences were inspected and adjusted manually 
using the program Se-al v2.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/
software/seal/).

In search for structural templates from known structures 
in the Protein Data Bank (PDB) and alternative sequence-
to-structure alignments of ntMc1, we used the structure 
prediction methods PHYre2 (Kelley and Sternberg 2009) 
and I-taSSer (Zhang 2008). the predicted 3D structure 
of ntMc1 was subjected to a series of tests to evaluate its 
internal consistency and reliability. Backbone conformation 
was evaluated by the inspection of the Psi/Phi ramachan-
dran plot obtained from PrOcHecK analysis (laskowski 
et al. 1993). Packing quality of the 3D model was inves-
tigated by the calculation of WHatcHecK Z-score value 
(Hooft et al. 1996). Finally, sequence–structure compatibil-
ity was evaluated by VerIFY-3D (Bowie et al. 1991). all 
these programs were executed from the structure analysis 
and verification servers’ web site at Ucla (http://nihserver
.mbi.ucla.edu/SaVS/).

Plasmid construction

to construct an entry vector bearing the ntMc1 coding 
region with the Ha epitope in the c-terminus, this region 
was amplified by a first Pcr using primers attB-1-Met 
and Ha-MOr-r and in a second Pcr with attB-1-Met 
and attB2-Ha (Supplemental table S1). Ha-MOr-r 
is complementary to ntMc1 and contains part of the Ha 
epitope; meanwhile, attB2-Ha is partly complementary 
to Ha-MOr-r and provides the rest of the Ha sequence. 
the product was cloned into the vector pDOnr™/Zeo 
(Invitrogen) using the gateway system (Invitrogen), giv-
ing rise to the plasmid pentr-ntMc1-Ha, which was 
then transferred to the destination vectors pMDc32 (curtis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/
http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/
http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/
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and grossniklaus 2003) for plant expression and pDeSt17 
(Invitrogen) for bacterial expression.

Site-directed mutagenesis

Mutant versions of ntMc1: c139V, H86S, D348a, D353a, 
D25a, D137a, D348r, D353r, D348r-D353r, D348a-
D353a, r187V, K224a, and K270D were constructed 
using the Quickchange Xl Site-Directed Mutagenesis kit 
(Stratagene). the plasmid pentr-ntMc1-Ha was used 
as template except for double aspartate mutants, where 
pentr-ntMc1-D353r-Ha or pentr-ntMc1-D353a-
Ha were the templates. Oligonucleotides used for the 
mutagenesis are listed in the Supplemental table S1. Plas-
mids generated were then used to transfer the mutant OrFs 
to the destination vectors pMDc32 (curtis and gross-
niklaus 2003) for plant expression and pDeSt17 (Invitro-
gen) for bacterial expression using gateway technology.

Bacterial induction

pDeSt17 derivatives were introduced into the bacterial 
strain Bl21(De3)pLysS (novagen). a single colony was 
inoculated in 1 ml of luria–Bertani media (lB, Sambrook 
et al. 1989) containing 100 μg/ml ampicillin and 25 μg/
ml chloramphenicol and grown overnight at 37 °c. thirty 
microliter of this culture was added to a fresh 1.5 ml of lB 
and grown for 90 min at 37 °c. after that time, 0.4 mM 
isopropyl-1-thio-β-d-galactopyranoside (IPtg) was added 
and the incubation continued for 3 h. cells were collected 
by centrifugation (18,500g, 4 °c, 5 min), resuspended in 
Ste buffer (10 mM tris pH 8.0, 150 mM nacl, 1 mM 
eDta, 5 mM Dtt), and lysed by sonication. the soluble 
fraction was separated by centrifugation (18,500g, 24 °c, 
10 min) and stored at −80 °c until used.

transient expression analysis

recombinant pMDc32 derivatives were transformed by 
electroporation into Agrobacterium tumefaciens c58c1. A. 
tumefaciens was grown to stationary phase in lB medium 
containing 100 μg/ml rifampicin, 100 μg/ml ampicillin, 
50 μg/ml kanamycin, and 50 μg/ml acetosyringone. Bacte-
ria culture were centrifuged (8,200g, 4 °c, 15 min) and pel-
let washed with 10 mM Mgcl2. after a new centrifugation, 
bacteria were resuspended in 10 mM Mgcl2 and 150 μg/ml 
acetosyringone and adjusted to 0.5 OD600. Following 3 h of 
incubation, A. tumefaciens containing each construct was 
mixed with the same volume of an A. tumefaciens strain 
including the viral suppressor p19 (Voinnet et al. 2003) 
treated in the same way, but adjusted to 1 OD600. the abax-
ial side of 3- to 4-week-old leaves of N. benthamiana was 
then infiltrated with the bacterial suspension using a 1-ml 

syringe. after 3 days the material was collected to extract 
proteins.

enzymatic activity determination

Because the protein concentration in bacterial extracts 
does not reflect the levels of ntMc1 or its derivatives, the 
amount of protein utilized to measure metacaspase activ-
ity was adjusted qualitatively according to the metacaspase 
signal detected in a Western blot. Bacterial extracts were 
diluted accordingly and 50 μl of these protein extracts 
in 500 μl reaction buffer (50 mM Hepes pH 7.4, 5 mM 
cacl2) supplemented with 50 μM of Boc-gly-arg-arg-
aMc (Bachem Bioscience) were used for activity deter-
minations. We did not observe major differences in activ-
ity when 5–50 mM cacl2 was used, therefore, we decided 
to use 5 mM for all measurements. Mixes were incubated 
on ice and 100-μl aliquots were taken every 5 min. reac-
tions were stopped by heating at 94 °c for 5 min. release 
of 7-amino-4-methylcoumarin (aMc) was determined 
fluorometrically (Bio-rad Versafluor). excitation and emis-
sion wavelengths were 360 and 460 nm, respectively. these 
samples were, thereafter, used for analysis by Western 
blotting.

extraction and analysis of proteins

approximately 100 μg of frozen tissue from agroinfil-
trated N. benthamiana leaves was homogenized in 200 μl 
of 1X laemmli loading buffer (60 mM tris pH 6.8, 2 % 
SDS, 10 % glycerol, 5 % 2-mercaptoethanol, 0.01 % 
bromophenol blue), boiled 5 min and centrifuged at 
18,500g for 5 min. ten microliter of the supernatant was 
loaded onto a polyacrylamide gel and subjected to SDS-
Page (laemmli 1970). Separated proteins were blotted 
onto a Hybond-P+ membrane (amersham Pharmacia Bio-
tech). Blots were probed with an anti-Ha (Sigma), anti-
VSVg (Sigma) or anti-ntMc1 antibodies and revealed 
using an alkaline phosphatase kit (BcIP/nBt kit; 
Invitrogen).

ntMc1 antibody generation

recombinant ntMc1 was produced in the E. coli 
Bl21(De3)pLysS strain according to Frangioni and neel 
(1993). ntMc1 was purified from 8.5 % SDS-Page gels 
(Scheer and ryan 2001). two new Zealand rabbits were 
immunized by subcutaneous injection with 100 μg of 
recombinant protein resuspended in complete Freund’s 
adjuvant. three additional injections with the protein 
resuspended in incomplete Freund’s adjuvant were applied 
every 10 days. the raw serum was used at a dilution of 
1:5,000.
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Results

cloning and sequencing of a N. tabacum metacaspase 
cDna

to isolate a metacaspase cDna from tobacco, a rt-Pcr 
was performed using total rna obtained from tobacco 
leaves and two degenerate primers, designed previously 
to amplify metacaspases in Arabidopsis (castillo-Ola-
mendi et al. 2007). a single band with 182 base pairs 
was amplified. From the sequence obtained, new primers 
were designed to clone the full-length cDna by using 5′-
race and 3′-race. this cDna sequence was compared 
with those reported in the ncBI-nr database, obtaining 
the highest degree of similarity, 97.17 %, with a type II 
metacaspase reported for N. benthamiana. likewise, 
a BlaSt search made with the predicted amino acid 
sequence showed a sequence identity of 99 % to the N. 
benthamiana metacaspase (table 1). By MSa, we pro-
vided compelling evidences that N. tabacum l. sequence 
is a plant metacaspase type II (see Fig. 1, Supplemental 
Fig. S1). We named it ntMc1, in accordance with the 
nomenclature suggested for A. thaliana (tsiatsiani et al. 
2011). the nucleotide sequence reported in this paper has 
been submitted to the genBank with accession number 

eU869285. MSa revealed amino acid residues that are 
conserved among all or most of the individual metacas-
pases. remarkable is the fact that amino acids important 
for metacaspase function are conserved in ntMc1 (Fig. 1 
and Supplemental Fig. S1).

comparative protein 3D structure modeling

Since 3D structure of ntMc1 is not available, and despite 
the low sequence similarity between metacaspases and 
animal caspases, we fed the amino acid sequence of 
ntMc1 in the fold-recognition (PHYre2) and ab initio 
(I-taSSer) methods. the results are shown in table 2. 
the two methods, PHYre2 and I-taSSer, suggested 
T. brucei metacaspase Mca2, S. cerevisiae metacas-
pase Yca1, and G. sulfurreducens uncharacterized pro-
tein gsu0716 as the best templates for ntMc1 (table 2). 
Other templates including human caspase-1, caspase-3, 
caspase-7, and caspase-9, match ranked high but with con-
fidence scores and sequence identities in their alignments 
lower than those obtained for metacaspases Mca2, Yca1, 
and the uncharacterized protein gsu0716. On the other 
hand, an independent prediction by other researches sug-
gested gsu0716 as the best template for the homologous 
Triticum aestivum metacaspase type II (Dudkiewicz and 

Table 1  Plant metacaspases showing higher sequence identity with ntMc1

Protein BlaSt analysis was performed using the ncBI server (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) against non-redundant protein sequences (nr)

Acc. number the accession number of sequences in the ncBI-nr database, %id percentage of sequence identity

Description Source %id BlaSt E-value name in Suppl. Fig. 1

DQ08404 Metacaspase type II Nicotiana benthamiana 99 0.0 nbMc1

XP_004248002 Metacaspase 4 Solanum lycopersicum 92 0.0 SlMc4

XP_003546660 Metacaspase-4-like Glycine max 75 0.0 gmMc4

aDM52185 type II metacaspase Hevea brasiliensis 74 0.0 HbMc

XP_002518827 caspase, putative Ricinus communis 73 0.0 rcMc

XP_004139955 Metacaspase-5 like Cucumis sativus 73 0.0 csMc5

XP_00415454 Metacaspase-4 like Cucumis sativus 73 0.0 csMc4

eMJ13150 Hypothetical protein Prunus persica 72 0.0 PrpMc

XP_002267780 Metacaspase-5-like isoform 2 Vitis vinifera 72 0.0 VvMc5

XP_002316158 Predicted protein Populus trichocarpa 72 0.0 PtMc

XP_004293812 Metacaspase-4 like Fragaria vesca 71 0.0 FvMc4

XP_002887781 Metacaspase 7 Arabidopsis lyrata 71 0.0 alMc7

nP_178052 Metacaspase 4 Arabidopsis thaliana 70 0.0 atMc4

eOa35212 Hypothetical protein Capsella rubella 70 0.0 carMc

nP_178051 Metacaspase 5 Arabidopsis thaliana 67 0.0 atMc5

caD59226 Metacaspase type II Picea abies 66 0.0 McII-Pa

acB11499 Metacaspase type II Pinus sylvestris 66 0.0 PsMc

XP_003595929 Metacaspase type II Medicago truncatula 64 0.0 MtMc

eaY76152.1 Hypothetical protein Oryza sativa 63 4e−180 OsMc

XP_002441316 Hypothetical protein Sorghum bicolor 63 8e−179 SbMc

XP_003568187 Metacaspase-5-like Brachypodium distachyon 62 6e−179 BdMc5

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Piszczek 2012), which reinforces the 3D model predicted 
here for ntMc1.

the structural models were analyzed by different struc-
ture validation programs including PrOcHecK for the 
evaluation of the ramachandran plot quality, WHacHecK 
for the calculation of packing quality Z-score, and Ver-
IFY-3D for the analysis of sequence–structure compat-
ibility (Supplemental table S3). In general, quality values 
obtained for the 3D models are similar to those observed in 
the template structures. these results indicated a high qual-
ity of the ntMc1 low-resolution models presented in this 
work.

Structural superimposition of 3D models of ntMc1 
based on crystal structures of T. brucei metacaspase Mca2 
(PDB ID: 4aFP), S. cerevisiae metacaspase Yca1 (PDB ID: 
4F6O), and G. sulfurreducens gsu0716 (PDB ID: 3BIJ) is 
shown in Fig. 2. Mapping the functional residues proposed 
by Vercammen et al. (2004) for atMc9 (asp32 and asp145 
in the p20 subunit and asp254 in the p10 subunit) into 3D 
models of ntMc1, lead us to propose a different aspartate 
(asp353) as functional residue in the p10 subunit. accord-
ing to the MSa in Fig. 1, the ntMc1-asp348 is the residue 
equivalent to atMc9-asp254. this position is far in space 
from the catalytic and aspartate residues in the p20 subunit, 
according to the 3D models (Fig. 2) and could not coordi-
nate the P1 arg/lys residue of the substrate. Instead, based 
on this criterion, we propose ntMc1-asp353 as functional. 
this residue is more conserved than asp348 in type I and 
type II metacaspases (see Supplemental Fig. S1).

analysis of mutant ntMc1

to evaluate the role of asp348 and asp353 as a part of the 
S1 pocket of ntMc1, we measured the enzymatic activity 
and the autoprocessing capacity of mutants in these amino 
acids. With this aim, site-directed mutagenesis was used to 
generate proteins containing substitutions in asp348 and 
asp353. We also generated two inactive mutants to be used 
as controls. For that, we substituted the amino acids in the 
catalytic site, His86, and cys139 (Fig. 1) by Ser and Val, 
respectively. these proteins and the wild-type ntMc1-Ha 
were expressed in E. coli and bacterial extracts were used 
to measure metacaspase activity. as expected in extracts 
containing ntMc1-c139V-Ha or ntMc1-H86S-Ha, no 
activity was detected (Fig. 3a, only the activity for c139V 
is shown), demonstrating also that in our conditions, 
bacterial proteases did not contribute to the activity. as 
reported for other metacaspases, the enzymatic activity of 
ntMc1 was dependent on the presence of ca2+. no activ-
ity could be measured in the absence of ca2+; however, 
after the addition of 5 mM ca2+, the metacaspase activity 
was detected. two types of mutants were constructed for 
asp348 and ap353 with the aim of evaluating the effect of 
the change in charge, in one case both residues were sub-
stituted by ala and in the second case, the substitution was 
by arg. Surprisingly, and opposite to what we had expected 
according to our 3D model, both ntMc1-D348a-Ha and 
ntMc1-D353a-Ha, showed metacaspase activity compa-
rable to that of the wild-type enzyme. We then constructed 

Fig. 1  alignment of ntMc1 with characterized plant type II meta-
caspases. Metacaspases were aligned using the clustalW2 program 
(http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2/index.html). the figure was 
made with the program Box Shade. amino acids of the catalytic site 
(H86 and c139), the S1 pocket (D25, D137, and D348/D353) and 

proposed processing sites (r187, K224 and K270) are marked above 
the alignment (numbers correspond to ntMc1). Black boxes identi-
cal amino acids; gray boxes lower case: conserved amino acids; gray 
boxes similar amino acids

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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a double mutant ntMc1-D348aD353a-Ha. this protein 
did not exhibit metacaspase activity, suggesting that any 
aspartate, 348 or 353, was able to coordinate the P1 resi-
due in the substrate. We also analyzed by SDS-Page and 
Western blot the ntMc1 processing from the same pro-
tein extracts. as shown in Fig. 3b, ntMc1 was already 
processed before ca2+ addition and no further process-
ing occurred in the presence of ca2+, in spite of activity 
changes. as expected, the mutant in cys139 or the double 
mutant ntMc1-D348aD353a-Ha did not suffer any pro-
cessing (Fig. 3b), confirming that it was an autocatalytic 
process as was already shown for other metacaspases.

Interestingly, an important reduction in activity was 
noticed in the mutant ntMc1-D348r-Ha. On the con-
trary, an increase in activity was observed in the mutant 
metacaspase ntMc1-D353r-Ha when compared with 
the wild-type metacaspase (Fig. 4a). the double mutant 
ntMc1-D348rD353r-Ha, however, showed a negligible 
activity (Fig. 4a). Interestingly, ntMc1-D348r showed a 

differential processing (Fig. 4b) when compared with wild-
type ntMc1 and the rest of active derivatives. this sug-
gests that a conformational change is caused by the substi-
tution of an asp by an arg, which could expose different 
residues for processing. again, the substitution of both 
aspartates, mutant ntMc1-D348rD353r-Ha, prevented 
any processing (Fig. 4b).

In T. brucei, Mca2 residues D95 and D211 point toward 
the surface of the S1 pocket (Mcluskey et al. 2012). Sub-
stitutions of these residues by ala suppressed Mca2 enzy-
matic and autoprocessing activity, suggesting that both 
residues have a role in substrate recognition (Mcluskey 
et al. 2012). In ntMc1, D25 and D137 correspond to D95 
and D211, respectively; moreover, they are conserved in 
type I and type II plant metacaspases (Supplemental Fig. 
S1). to test if these two asps have a similar role in ntMc1, 
we exchanged them by ala and measured the enzymatic 
activity of these mutants. as expected, neither ntMc1-
D25a nor ntMc1-D137a showed activity nor processing 

Table 2  Summary of the structure prediction methods PHYre2 and I-taSSer

%id percentage of sequence identity, RT-p51 reverse transcriptase P51 subunit, HIV-1 human immunodeficiency virus type 1, FGAR-AT formyl-
glycinamide ribonucleotide amidotransferase
a estimated accuracy of the best models (ntMc1-model1, c-score = −2.45, tM-score = 0.43 ± 0.14)

ntMc1

rank PDB ID (chain) PHYre2 confidence (%) PHYre2
%id

Fold description Source

1 4afp (a) 100 37 Metacaspase-2 Trypanosoma brucei

2 4f6o (a) 100 38 Metacaspase-1 Saccharomyces cerevisiae

3 3bij (c) 100 27 gsu0716 Geobacter sulfurreducens

4 3v4o (a) 100 23 caspase Homo sapiens

5 3uoa (B) 100 20 Paracaspase Homo sapiens

6 3e4c (B) 99.9 23 Procaspase-1 Homo sapiens

7 1nw9 (B) 99.8 22 caspase-9 Homo sapiens

8 1nmq (B) 99.8 20 caspase-3 Homo sapiens

9 1f1j (a) 99.7 25 caspase-7 Homo sapiens

10 1kmc (B) 99.7 25 caspase-7 Homo sapiens

ntMc1

rank PDB ID (chain) I-taSSer tM-scorea I-taSSer
%id

Fold description Source

1 4af8 (a) 0.580 32.7 Metacaspase-2 Trypanosoma brucei

2 3bij (a) 0.490 21.2 gsu0716 Geobacter sulfurreducens

3 4f6o (a) 0.485 33.2 Metacaspase-1 Saccharomyces cerevisiae

4 1t3t (a) 0.421 3.5 Fgar-at Salmonella enterica

5 1gqf (a) 0.414 10.9 Procaspase-7 Homo sapiens

6 2nn3 (D) 0.414 12.4 Procaspase-1 Spodoptera frugiperda

7 2fp3 (a) 0.406 9.2 caspase Drosophila melanogaster

8 3v4o (a) 0.404 15.4 caspase Homo sapiens

9 3v4i (a) 0.404 14.7 rt-p51 HIV-1

10 1jxq (a) 0.401 12.1 caspase-9 Homo sapiens
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(Supplemental Fig. S3), indicating that these two asps 
could be part of the S1 pocket.

analysis of mutants in N. benthamiana

to our knowledge, only a marginal in planta analysis of the 
autoprocessing activity of metacaspases has been performed 
so far (Watanabe and lam 2011b). Most of the data corre-
spond to the analysis of purified recombinant proteins, which 
in principle must be desirable. However, artifactual results 
could be obtained due to high protein concentrations. Besides, 
it is possible that additional factors in the plant cell could be 
required for an appropriate processing. according to this, we 
analyzed the autoprocessing activity of ntMc1 in a transient 
expression system in N. benthamiana leaves. First, we exam-
ined the ability of processing of the wild-type metacaspase 
in this system. the wild-type ntMc1-Ha was processed 
when the protein was transiently expressed in N. benthami-
ana leaves, as evidenced by the presence of two bands clearly 
detected in a Western blot probed with anti-Ha antibod-
ies (Fig. 5). although the predicted size for the unprocessed 
ntMc1 is of around 46 kDa, we and others have observed 
an anomalous migration of this kind of proteins (Vercammen 
et al. 2004; Watanabe and lam 2005). We found a band of 

around 64 kDa that corresponds to the unprocessed metacas-
pase and another band of around 28 kDa, which was identi-
fied as the c-terminal region of the product of the processing 
in lys224 (Supplemental Fig. S2). It is remarkable that, in 
contrast to what we and others observed for purified recombi-
nant proteins or in bacterial extracts (Vercammen et al. 2004; 
Watanabe and lam 2005, 2011b), mainly two bands were 
observed in the transient expression system used, suggest-
ing that fewer cuts could be occurring in the plant (compare 
Figs. 3 and 4 with Fig. 6). as observed for proteins expressed 
in bacteria, mutants D348a, D353a, D348r, and D353r 
were also processed in N. benthamiana leaves. a difference 
in processing was observed again for mutant D348r, rein-
forcing our previous hypothesis that a conformational change 
is caused by the amino acid substitution that places a different 
site for processing. as expected, none of the double mutants 
(ntMc1-D348aD353a-Ha or ntMc1-D348rD353r-Ha) 
were processed in the transient expression system (Fig. 5).

the processing site for some metacaspases has been deter-
mined, however, some discrepancy exists between the site 
found in atMc4 (Watanabe and lam 2011b) and atMc9 
(Vercammen et al. 2004), and sites found in P. abies mcII-Pa 
(Bozhkov et al. 2005). Since those analyses were performed 
with purified recombinant proteins, we decided to examine 

Fig. 2  Structural models of ntMc1. Structural superimposition of 3D models of ntMc1 based on crystal structures of T. brucei metacaspase-2 
(Mca2, PDB ID: 4aFP), S. cerevisiae metacaspase-1 (Yca1, PDB ID: 4F6O), and G. sulfurreducens gsu0716 (PDB ID: 3BIJ)
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processing in N. benthamiana leaves. We exchanged arg187 
by valine, and lys270 by aspartate in ntMc1-Ha, equiva-
lent sites to arg188 and lys269 in mcII-Pa (Fig. 1). How-
ever, in both cases processing took place (Fig. 6), suggesting 
that these sites are not primary targets for processing. On the 
contrary, when the substituted residue was lys224, equiva-
lent to lys225 or arg183 in atMc4 or atMc9, respectively 
(Fig. 1), no processing was observed in transient expression 
experiments in N. benthamiana (Fig. 6). this indicated that, 
as was already suggested for atMc4 (Watanabe and lam 
2011b), an initial cut has to occur at lys224 allowing, if that 
happens, subsequent processing in other basic residues.

We also tested in transient expression experiments of 
mutant proteins where the amino acids in the catalytic site, 
His86, and cys139 (Fig. 1), were substituted by Ser and 
Val, respectively. as expected, none of these mutant pro-
teins were processed in N. benthamiana leaves (Fig. 6), 
confirming that this process is autocatalytic as was shown 
above for proteins produced in bacteria.

Polypeptide processing is predominantly intramolecular

It was previously demonstrated using a purified meta-
caspase that the processing reaction was essentially an 

intramolecular event (Watanabe and lam 2011b). We 
tested this possibility using the transient expression sys-
tem. For that, we co-infiltrated A. tumefaciens containing 
a VSVg-tagged wild-type ntMc1 with bacteria bearing 
a Ha-tagged c139V or Ha-tagged H86S ntMc1. While 
the wild-type ntMc1 was correctly processed, only the 
unprocessed form was visible in both mutants in the pres-
ence of the wild-type protein (Fig. 7a), suggesting that 
processing occurs exclusively, or at least predominantly, 
intramolecularly. In another experiment designed to test 
possible interactions between the putative p20 from one 
molecule with the putative p10 from another molecule, we 
co-infiltrated A. tumefaciens carrying ntMc1-c139V-Ha 
with Agrobacterium containing ntMc1-D348rD353r-
Ha. cys139 is located in p20, while asp348 and asp353 
are found in p10. no processing could be observed, indi-
cating that there was no intermolecular complementation 
(Fig. 7b).

Discussion

Since the discovery of metacaspases in plants, protozoa, 
and fungi (Uren et al. 2000), there have been some efforts 

Fig. 3  enzymatic activities of 
ntMc1 and mutants derivatives 
expressed in E. coli. a Bacterial 
cultures containing expres-
sion vectors for c-terminally 
Ha-tagged wild-type (Wt) and 
mutant ntMc1 were induced 
with IPtg and lysed by sonica-
tion. Protein extracts were used 
to measure metacaspase activity 
as described in “Materials and 
methods”. RFU relative fluo-
rescence units. b Proteins from 
the extracts used for activity 
determination were separated by 
Page and blotted onto a nylon 
membrane. Blots were probed 
with anti-Ha
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to understand their role in cell death and the mechanism 
regulating the processing and activation of the zymogen. 
In plants, evidence has been published assigning a function 
for metacaspases in cell death for only few cases (Suarez 
et al. 2004; He et al. 2008; coll et al. 2010; Watanabe and 
lam 2011a). More knowledge has been accumulated con-
cerning biochemical properties of these enzymes (Vercam-
men et al. 2004, 2006; Watanabe and lam 2005, 2011b; 
Bozhkov et al. 2005; Belenghi et al. 2007; He et al. 2008; 
Helmersson et al. 2008).

We report here the sequence, cloning, and initial char-
acterization of a type II metacaspase of N. tabacum. MSa 
and 3D structure modeling, supported by a mutant analy-
sis, allow us to identify sites for activity and processing. 
analysis of the MSa revealed amino acid residues that are 
conserved among all or most of the individual metacaspase 
family members, as well as some differences between type 
I and II metacaspases (Fig. 1 and Supplemental Fig. S1). 
those conserved regions or positions indicate residues sup-
posedly under stronger evolutionary constraints, and thus 

might be more important for the protein to fulfill its func-
tion. Moreover, residues that are specifically conserved in 
subfamilies point to sequence changes that occurred during 
the divergence of a common ancestor, and they imply func-
tional changes or the acquisition of a modified specificity.

Based on sequence alignment with caspases, it was pos-
tulated that three aspartates form the S1 pocket that coor-
dinate the P1 residue of the substrate (Vercammen et al. 
2004), these correspond to asp25, asp137, and asp348 in 
ntMc1 (Fig. 1). However, in our prediction of the ntMc1 
3D structure (Fig. 2), asp348 was located far from the cata-
lytic and the other aspartate residues. For that reason we 
proposed that asp353 together with asp25 and asp137 
forms the S1 pocket. an alignment (Supplemental table 
S4) shows that both asp 348 and asp353 correspond to 
asp260 and asp266 that are part of the 280-loop in T. bru-
cei Mca2 (Mcluskey et al. 2012). the Mca2 280-loop 
is a disordered loop region at the putative subunit p10 of 
this metacaspase and could play a role in substrate bind-
ing. ca2+ induces a conformational change in the position 

Fig. 4  enzymatic activities of 
ntMc1 and mutants derivatives 
expressed in E. coli. a Bacterial 
cultures containing expres-
sion vectors for c-terminally 
Ha-tagged wild-type (Wt) and 
mutant ntMc1 were treated as 
in Fig. 3. RFU relative fluores-
cence units. b Proteins from 
the extracts used for activity 
determination were separated by 
Page and blotted onto a nylon 
membrane. Blots were probed 
with anti-Ha
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of this loop that would stabilize substrate binding (Mclus-
key et al. 2012). Yeast metacaspase Yca1 has an equivalent 
loop, l3 loop, which functions as the basis of the substrate-
binding groove (Wong et al. 2012). Interestingly, the con-
sensus sequence SgcXDXQtSaDV (underlined residues 
correspond to asp348 and asp353 in ntMc1), is found in 
the n-terminus of type III metacaspases (choi and Berges 
2013). this sequence is not only well conserved in type I 

and type II metacaspases (consensus for type I metacas-
pases: SgcDDDQtSaDt and for type II metacaspases: 
SgcQtDQtSaDa, Supplemental Fig. S1) but also in 
fungal, bacterial and T. brucei metacaspases (Supplemental 
table S4). this consensus sequence contains the T. brucei 
Mca2 280-loop and the Yca1 l3 loop, stressing its impor-
tance for metacaspase functionality.

It is worth noting that asp353 is better conserved than 
asp348 in plant metacaspases. asp353 is present in an 
equivalent position in all type II metacaspases analyzed in 
Supplemental Fig. S1 and in almost all type I metacaspases, 
with the only exception of atMc3. On the contrary, several 
type I and II metacaspases lack an aspartate in a position 
equivalent to asp348. according to this, we evaluated the 
possible role of asp353 in S1 pocket formation by analyz-
ing the activity and the autoprocessing capacity of ntMc1-
D353a and ntMc1-D353r in E. coli or N. benthamiana 
leaves. However, both mutant proteins behave just as the 
wild-type metacaspase (Figs. 3, 4, 5), with the exception 
that ntMc1-D353r has a higher activity (Fig. 4a). On the 
other hand, the substitution of asp348 by ala has no effect 
on activity or autoprocessing; nevertheless, its substitu-
tion by arg alters the site of processing and decreases the 
activity (Figs. 4, 5). although it is not possible to draw a 
clear conclusion before resolution of the crystal structure 
of ntMc1, we can speculate on the basis of sequence and 
structural similarities between ntMc1 and T. brucei Mca2 
or yeast metacaspases that the substitutions by arginines 
of the aspartates in the equivalent loop of ntMc1 alter its 
allosteric conformational change and, therefore, its activ-
ity. Which is harder to understand is how the substitution of 
asp348 by arg changes the autoprocessing point. Finally, 
the fact is that double mutants ntMc1-D348aD353a or 
ntMc1-D348rD353r are inactive (Figs. 3, 4) indicates 
that any of these aspartates could be used to conform the 
S1 pocket. as mentioned above ca2+ induces a confor-
mational change in the 280-loop containing the equivalent 
aspartates to asp348 and asp353 in T. brucei Mca2. this 
could explain why the movement of the loop provoked by 
ca2+ could bring asp348 closer to the S1 pocket, even 
when in our model, asp348, is far in space from the other 
aspartate residues. again, the final answer could come with 
the resolution of the crystal structure of ntMc1. It is worth 
mentioning that residues involved in ca2+ binding in T. 
brucei Mca2 are conserved in ntMc1 (asp103, asp116, 
asp117 and asp146, see Supplemental Fig. S4), thus sup-
porting our hypothesis.

When expressed in E. coli or transiently in N. bentha-
miana leaves, ntMc1 undergoes processing (Figs. 3, 4, 5), 
indicating that no additional factor is required and, there-
fore, the reaction must be autocatalytic. the catalytic site 
of metacaspases and related proteases is constituted by 
a cysteine and a histidine. Both residues are conserved in 

Fig. 5  expression in N. benthamiana of ntMc1 and mutants in 
D348 and D353. leaves of N. benthamiana plants were infiltrated 
with cultures of Agrobacterium containing plasmids for the expres-
sion of c-terminally Ha-tagged wild-type ntMc1 and mutant ver-
sions. Proteins extracts were separated by Page and used for immu-
noblot analysis. Blots were probed with anti-Ha

Fig. 6  expression of ntMc1 and mutant derivatives in N. benthami-
ana. leaves of N. benthamiana plants were infiltrated with cultures 
of Agrobacterium containing plasmids for the expression of c-ter-
minally Ha-tagged wild-type ntMc1 and mutant versions. Proteins 
extracts were separated by Page and used for immunoblot analysis. 
Blots were probed with anti-Ha
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ntMc1 (Fig. 1 and Supplemental Fig. S1). When any of 
them is replaced, the enzyme becomes inactive as was 
evidenced by the lack of activity and processing in E. coli 
and lack of processing in N. benthamiana (Figs. 3, 4, 6), 
strengthening the conclusion that processing is autocata-
lytic. according to our analysis of transiently expressed 
ntMc1 fragments (Supplemental Fig. S2), the cut takes 
place in K224. as shown in in vitro and in vivo experi-
ments for atMc4 (Watanabe and lam 2011b) and in in 

vitro experiments for atMc9 (Vercammen et al. 2004), the 
first cut is located in an equivalent lysine or arginine resi-
dues, respectively. the alignment in Supplemental Fig. S1 
shows that in all plant metacaspases analyzed an arginine or 
a lysine present in this position. When K224 was replaced 
by alanine, no processing could be observed (Fig. 6), indi-
cating that this residue is the autoprocessing site as shown 
for atMc4 and atMc9. On the contrary, mutations in 
r187 or K270 did not avoid the cleavage of ntMc1. these 

Fig. 7  ntMc1 processing is largely intramolecular. a Agrobacte-
rium-mediated transient expression in N. benthamiana leaves of 
VSVg-tagged wild-type ntMc1 and/or Ha-tagged ntMc1-c139V 
or ntMc1-H86S. Proteins were separated by Page and blotted onto 
a nylon membrane. Blots were probed with anti-VSVg (left) or anti-
Ha (right). b ntMc1 mutants c139V or D348rD353r (DD) were 

transiently co-expressed in N. benthamiana leaves. Both mutants 
alone and the wild-type ntMc1 were also transiently expressed 
as controls. Protein extracts were separated by Page and used 
for immunoblot analysis. Blots were probed with anti-Ha or anti-
ntMc1. the Ponceau staining of the membrane is showed as a con-
trol of protein loading
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residues correspond to r188 and K269 in P. abies mcII-Pa, 
which were found to be the sites for in vitro processing of 
this metacaspase (Bozhkov et al. 2005). Unlike K224, these 
amino acids are less conserved in metacaspases aligned in 
Supplemental Fig. S1, suggesting that they could be sec-
ondary sites for cleavage in mcII-Pa. as proposed for 
atMc4, after the first cut in K225, equivalent to K224 in 
ntMc1, subsequent cuts take place afterward (Watanabe 
and lam 2011b). nevertheless, we do not have any evi-
dence suggesting that such processing could occur in vivo. 
therefore, the processing of atMc4 could be an artifact 
associated to the in vitro analysis or an unknown signal 
that is required in vivo to trigger the cleavage of metacas-
pases to smaller pieces. Since our analysis was performed 
in N. benthamiana leaves, we suggest that the results reflect 
more closely how metacaspases are processed.

as reported for atMc4 in an in vitro experiment (Wata-
nabe and lam 2011b), processing is predominantly intra-
molecular. We performed similar experiments in a transient 
expression system and found comparable results, namely, 
that the wild-type ntMc1 was not able to cut inactive 
mutants when they were co-expressed in N. benthami-
ana leaves (Fig. 7a). We also tested possible interactions 
between two different metacaspase molecules co-express-
ing in a mutant, the active site ntMc1-c139 V, located in 
the putative p20, and in the mutant ntMc1-D348rD353r 
with both asp348 and 353 located in the putative p10. 
We were not able to detect the 29 kDa protein, one of the 
products of the processing event, suggesting that no com-
plementation between wild-type p20 and p10 has occurred 
(Fig. 7b). We tried to demonstrate unsuccessfully the inter-
action between p20 and p10 in a yeast two-hybrid assay, 
using both wild-type and inactive p20 (not shown). experi-
ments with atMc4, mixing recombinant p10 and p20 did 
not yield an active enzyme (Watanabe and lam 2011b). 
Hence, it is not clear to date how an active metacaspase is 
built and what is the role of autoprocessing in the activa-
tion of these enzymes might be. nevertheless, for the first 
time we demonstrate the functionality of the putative p10 
subunit in a plant metacaspase. In addition, our transient 
expression experiments provide a closer view of what must 
take place in the plant concerning the autoprocessing of 
metacaspases and supply a tool to analyze the factors that 
promote the activation of these enzymes.
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